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Povezanost ekspresije PTEN proteina i prognoze bolesti kod

Zena obolelih od ranog karcinoma dojke le¢enih ovarijalnom ablacijom

SAZETAK

Uvod: Sve pacijentkinje sa detektabilnom ekspresijom hormonskih receptora (HR) za
karcinom dojke (KD) trebalo bi da se le¢e endokrinom terapijom (ET). Za
premenopauzne pacijentkinje, tamoksifen i/ili ovarijalna supresija (OvS) su adekvatna
terapija. Promene u fosfataza i tenzin homolog (PTEN) signalnom putu bi mogle da
budu jedan od mogué¢ih mehanizama rezistencije na antiestrogenu terapiju. Cilj ovog
istrazivanja je ispitivanje povezanosti ekspresije PTEN proteina sa prognostickim
faktorima [(histologija i gradus tumora, status receptora za estrogen (ER) i receptora za
progesteron (PgR), status receptora za humani epidermalni faktor rasta (HER2)] i sa
odgovorom na terapiju kod premenopauznih pacijentkinja sa HR pozitivnim ranim KD

lecenih adjuvantnom ovarijalnom ablacijom (OA).

Pacijenti i metode: Analizirali smo grupu premenopauznih pacijentkinja sa ranim
(stadijum I/11) HR pozitivnim KD koji su lec¢eni radikalnom mastektomijom a zatim
adjuvantnom terapijom u vidu OA. Sadrzaji ER i PgR su odredeni klasicnom
biohemijskom metodom [engl. Classical biochemical dextrane-coated charcoal (DCC)
method], HER2 status je odreden hromogenom in situ hibridizacijom (CISH metoda) i

PTEN status je odreden imunohistohemijskom metodom (IHH).

Rezultati: U ovu analizu je ukljuéeno 66 premenopauznih pacijentkinja. Medijana
pracenja je 17 godina (opseg 1-29 godina). U poredenju sa PTEN pozitivnim KD,
PTEN negativni KD su bili zna¢ajno viSe povezani sa lobularnim histoloskim tipovima
tumora (p<0.05) i sa visSim sadrzajem ER (p<0.05). Pacijentkinje sa PTEN negativnim
KD su imali znacajno krace prezivljavanje bez progresije bolesti (DFS) (p<0.01) i
ukupno prezivljavanje (OS) (p<0.01) u poredenju sa pacijentkinjama sa PTEN

pozitivnim KD.

Zaklju¢ak: Nasi rezultati mogu da znace da PTEN status odreden kao ekspresija PTEN
proteina moZze da razdvoji premenopauzne HR pozitivne pacijentkinje sa KD leCene OA,

na podgrupe sa dobrom i loSom prognozom bolesti.
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The relationship between PTEN protein expression and prognosis in

women with early breast cancer treated with ovarian ablation

ABSTRACT

Purpose: All breast cancer (BC) patients with detectable hormone receptors (HR)
expression should be offered endocrine therapy (ET). For premenopausal patients,
tamoxifen and/or ovarian suppression (OvS)/ ablation (OA) may improve disease
outcome. Alteration of phosphatase and tensin homolog (PTEN) signaling pathway
could be one of possible mechanisms of resistance to antiestrogen therapy. The aim of
this study was to investigate the association of PTEN protein expression with prognostic
factors [tumor histology and grade, estrogen receptor (ER) and progesterone receptor
(PgR) status, human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) status] and disease
outcome in premenopausal patients with HR-positive early BCs treated with adjuvant
OA.

Methods: We analyzed a group of premenopausal early (stages 1/Il) HR-pos BC
patients who had undergone radical mastectomy followed with adjuvant OA by
irradiation only. ER and PgR contents were determined by classical biochemical
dextrane-coated charcoal (DCC) method, HER2 status by chromogen in situ

hybridization (CISH) analysis and PTEN status by immunohistochemistry (IHC).

Results: Sixty-six premenopausal patients included into this analysis were followed for
a median of 17 years (range 1-29). Compared to PTEN-pos BCs, PTEN-neg BCs were
significantly more frequently associated with lobular tumor histology (p<0.05) and a
higher ER content (p<0.05). Patients with PTEN-neg BC had significantly decreased
disease-free survival (DFS) and overall survival (OS) (p<0.01 for both) compared to
patients with PTEN-pos BCs.

Conclusions: It seems that PTEN status determined by protein expression may
discriminate between subgroups with poor and good prognosis in premenopausal HR-

pos BC patients receiving adjuvant OA.

Keywords: early breast cancer, hormone receptors, PTEN



Research area: medicine

Special topics: oncology



SADRZAJ

Lo UWVOD et anes 1
1.1 Epidemiologija karcinoma dojke i stadijumi DOIEStI...........cccovvviiiiiiiiiiiiiccci 1
1.1.1 Epidemiologija Karcinoma dojKe ...........ccooiuiiiiiiiieiiiesieeee e 1
1.1.2 Stadijumi BOIESTI ... 1
1.2 Lecenje ranog karcinoma dOJKe ..........ccoiuvriiiiiiiiiiieiiiie e 2
1.2.1 Hirurgija u leCenju ranog karcinoma dojKe ...........cccoveriiiiiiiieiiiii e 3
1.2.2 Radioterapija (RT) u lecenju ranog karcinoma dojKe ...........ccccverivieiieiiicninennn, 4
1.2.3 Bioloski podtipovi karcinoma dojKe ..........cccueeiiiiiiiniieiiieiie e 5
1.2.4 Adjuvantna SiStemMSKa tErAPIJA .......eeeveeiiieiiieiiie et 7
1.2.4.1 Adjuvantna RemiOterapija.........coveeieeiiieiie e 7
1.2.4.2 Adjuvantna hormonska terapija (estrogena deprivacija, estrogena
deprivacija+rSERM ili 1A, SERM) ....c.ooiiiiiiiiiiiiiie e 8
1.2.4.2.1 EStrogena depriVaCija .......ccueeeiuireeiiieeeiieeesiieesnieeesstee e s siee e sive e e snaaeesnaeeesnseee e 8
1.2.4.2.2 Estrogena deprivacijatrSERM ili IA..........cooiieiiie e 8
1.2.4.2.3 SERM .o 9
1.2.4.3 Adjuvantna bioloSKa terapija ........eeeeiiieiiiiiiiiiiiiiie e 9
1.3 Hormon receptor pozitivni Karcinom dojKe..........ccvevviveiiiee i 10
1.3.1 Prognosticki faktori (HR, HER2, Ki67) ......cccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiec i 11
1.3.2 Prediktivni faktori (HR, HER2, Ki 67) .....cccviiiiiii e 14
1.4 Znacaj ekspresije PTEN u HR- pozitivnom karcinomu dojke .............ccccevvvvevnnnn, 14
2.CILIEVI RADA ..ottt 16
3. MATERIJAL I METODE .......oiiiiiiiiiee e 17
3.1 Pacijentkinje 1 NaCin 1€CENJA .....ceviuvviiieiiiiiii et 17
3.2 Metodologija odredivanja ER, PgR, c-erbB-2 gena i PTEN statusa ....................... 17
3.2.1 Metodologija odredivanja ER 1 PER ... 17
3.2.2 Metodologija odredivanja c-erbB-2 gena..........cccoovveiiieiiiiiiie e 18
3.2.3 Metodologija odredivanja PTEN proteina...........cccccvevvveriiiiieinineiiieniecniee s 19

3.2.4 Definicija ishoda bolesti (karcinoma dojKe) ..........cccuveeiiiiiieiiiiiiiice e 20



3.2.5 StAtISICKA ANALIZA ... ceee et e e et e e e e 21

A REZULTAT oottt ettt 22
4.1 Karakteristike pacijentkinja, oboljenja i ishod lecenja............cccceevvriiiinieriiennnnnn, 22
4.1.1 Opste karakteristike pacijentkinga ..........cccovoiieiiieniiiiee e 22
4.1.2 Klinicke karakteristike tUMOTa .........ccivieiiiiiieiiieitic e 23
4.1.3 Patohistoloske (PH) karakteristike tumora i hormonski receptori.............c.......... 23
AL PTEN ettt 26
4.1.5 Karakteristike postoperativnog 1eCeNja ..........ccevvvveriiiiieiiiiieiieesiee e 26
4.1.6 IShOd 1ECENJA .....ovveiiiiie e 27
4.1.6.1 RelapS DOIESTI .....cuvieiiiiiiee e 27
4.1.6.2 Prezivljavanje bez znakova bolesti (DFS) .........cccccviiiiiiiiiiiici e 29
4.1.6.3 Ukupno prezivljavanje (OS) .......coiiriiiiiieiiiieiiie e 30
4.1.6.4 Prezivljavanje specificno za karcinom dojke (BCSS).......cocoovviiiiiiiiiiecnnn. 32
4.1.6.5 Zbirni prikaz svih Kaplan-Meier kriva za DFS, OS i BCSS ..........ccccceviveennnen. 34

4.2 Ispitivanje povezanosti ekspresije PTEN proteina i karakteristika
L0000 - W [0} | (PSPPSR 35

4.3 Ispitivanje povezanosti ekspresije PTEN proteina i vremena do pojave

dogadaja kojim su definisani DFS, OS i BCSS..........cccccooviiviie v 37
4.3.1 Ekspresija PTEN proteina i ishodi [eCenja .........ccoveivireiiiee i 37
4.3.2 Povezanost PTEN statusa i DFS .........cccoiiiiiiiiiieie e 38
4.3.3 Povezanost PTEN Statusa i OS ......cccooiieiiiiiiiiiieiie e 40
4.3.4 Povezanost PTEN statusa i BCSS ...t 42
4.4 Povezanost klasi¢nih faktora prognoze i ishoda bolesti...........ccccovvveeiiieeiiieennnn. 44
4.4.1 Povezanost klasi¢nih faktora prognoze sa DES .........cccccovviiiiiiiiiiniiieiecee s, 44
4.4.2 Povezanost klasi¢nih faktora prognoze sa OS ........ccccovvvviiiiiiiiininn e 47
4.4.3 Povezanost klasi¢nih faktora prognoze sa BCSS........ccocvviiiiiiiniiiiiieiieenee s, 49
4.5 Univarijanta Cox-ova regresiona analiza za sva ispitivana vremena....................... 51
4.5.1 Rezultati Cox-ove regresione analize za DFS ...........cccccovvee i 52
4.5.2 Rezultati Cox-ove regresione analize za OS ...........cccovevviee i 53

4.5.3 Rezultati Cox-ove regresione analize za BCSS...........ccccovvviiiiiiinc e, 54



5. DISKUSIJA.....

6. ZAKLJUCCI...

7. LITERATURA



1. UVOD

1.1 Epidemiologija karcinoma dojke i stadijumi bolesti

1.1.1 Epidemiologija karcinoma dojke

Karcinom dojke je globalni javno-zdravstveni problem, ne samo zbog ¢injenice
da bolest ima epidemijske razmere, ve¢ 1 zato §to njene posledice pogadaju prakticno
sve segmente drustva. U velikom broju zemalja ¢ini oko 25% svih malignih bolesti
zenske populacije [1], dok u strukturi mortaliteta ucestvuje sa oko 14-15% [2]. U Srbiji,
26% svih obolelih 1 17,5% svih umrlih Zena zbog malignih tumora imaju dijagnozu
karcinoma dojke [3]. Oko 25% pacijentkinja sa karcinomom dojke su premenopauzne u

momentu postavljanja dijagnoze [4,5]; od toga, 60% ima HR pozitivne Tumore[6].
1.1.2 Stadijumi bolesti

Stadijum karcinoma dojke se procenjuje prilikom dijagnoze bolesti i pre
donosSenja prve odluke o leCenju svake bolesnice prema TNM sistemu (T- veli¢ina
tumora, N - =zahvaéenost regionalnih nodusa, M- prisustvo/odsustvo udaljenih

metastaza) [7].

Tabela 1. Stadijumi karcinoma dojke. Anatomski stadijum / prognosticke grupe

Stadijum 0

Tis NO MO
Stadijum 1A

Tl NO MO
Stadijum IB

TO N1mi MO
Tl N1mi MO
Stadijum 1A

TO N1 MO
Tl N1 MO



T2 NO MO

Stadijum I1B

T2 N1 MO
T3 NO MO
Stadijum I11A

TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1 MO
T3 N2 MO
Stadijum I11B

T4 NO MO
T4 N1 MO
T4 N2 MO
Stadijum HIC

Bilo koji T N3 MO
Stadijum 1V

Bilo koji T Bilo koji N M1

Karcinom dojke dijagnostikovan u klinickom stadijumu I i II smatra se ranim
stadijumom bolesti. Karcinom dojke od stadijuma IlIA do IlIC naziva se lokalno
uznapredovali karcinom dojke, a bolest dijagnostikovana u poslednjem, IV stadijumu je

metastatska bolest. U skladu sa stadijumom bolesti, planira se i le¢enje svake bolesnice.

1.2 Lecenje ranog stadijuma karcinoma dojke

Karcinom dojke dijagnostikovan u klinickom stadijumu I i I moze se radikalno

hiruski odstraniti [8]. Cilj terapijskog pristupa u ovoj fazi bolesti je izleenje.



1.2.1 Hirurgija u le¢enju ranog karcinoma dojke

Kurativna hirurgija raka dojke danas obuhvata postedne operacije i radikalne
mastektomije. Verovatno je najve¢a promena u hiruskom leCenju ranog karcinoma
dojke unazad 30 godina bila pomeranje fokusa sa radikalne na postednu hirurgiju [9],
§to je jo§ jednom nedvosmisleno potvrdeno na poslednjoj St. Gallen konferenciji 2017.
kao standard hirurgije karcinoma dojke [10].

Postedna operacija raka dojke je uklanjanje tumora sa zonom okolnog zdravog
tkiva kao sto su 1. tumorektomija (lampektomija) 2. parcijalna resekcija
(segmentektomija) ili 3. kvadrantektomija. Ne postoji konsenzus oko maksimalne
veli¢ine tumora kod postedne operacije karcinoma dojke, najvazniji je odnos izmedu
veli¢ine tumora i veli¢ine dojke. Leziste tumora se obelezava titanijumskim klipsevima
radi planiranja radioterapije (RT) [11,12]. Prema preporukama [13] slobodne ivice od
2mm oko DCIS smatra se bezbednim jer to znacCajno smanjuje rizik od izolovanog
recidiva u dojci. Slobodne ivice oko invazivnog tumora mogu biti i manje jer meta
analiza nije pokazala da veli¢ina slobodne ivice znacajno smanjuje rizik od lokalnog
recidiva [ 14,15].

Indikacije za posStednu operaciju karcinoma dojke su: 1. stadijum (St) O
(TisNOMO) 2.St | (TANOMO) 3. St Ila (TO-INIMO) i 4. St I1Ib(T2N1MO).
Kontraindikacije za poStednu operaciju karcinoma dojke su: l.stadijum Ilb ili I 2.
nepovoljan odnos tumora i veli¢ine dojke 3. ponavljane pozitivne ivice resekcije kod
invazivnog i neinvazivnog karcinoma 4. difuzne mikrokalcifikacije malignog izgleda
5. multifokalni tumor 6. prethodna RT grudnog kosa 7. kolagene vaskularne bolesti 8.
nemogucnost sprovodenja RT 9. los kozmetski efekat i na kraju, treba se uzeti u obzir
i 10. Zelja bolesnice za mastektomijom.

Operacija regionalnih limfnih ¢vorova moze takode biti postedna u slucaju
klinicki nepalpabilnih aksilarnih limfnih ¢vorova, kada se radi provera limfnog ¢vora
strazara (engl. sentinel lymph node biopsy, SLNB) [16]. U slu¢aju pozitivnog strazarnog
limfnog ¢vora ili klini¢ki palpabilnih aksilarnih limfnih ¢vorova, radi se disekcija
limfnih ¢vorova istostrane aksilarne jame (prva dva ili sva tri sprata) [17-22].

Radikalna mastektomija je otklanjanje kompletnog tkiva dojke sa ve¢im delom

elipti¢no ekscidirane koze uz disekciju limfnih ¢vorova istostrane pazusne jame. Ranije



su se radile veoma opsezne hirurSke intervencije sa otklanjanjem 1 velikog i malog
grudnog misic¢a i limfnih ¢vorova duz a. mammariae internae [23,24] dok se danas rade

manje opsezne modifikovane mastektomije [25,26,27].

1.2.2 Radioterapija (RT) u le¢enju ranog karcinoma dojke

Radioterapija (RT) kao jedan od tri glavna modaliteta leCenja karcinoma dojke,
danas se standardno sprovodi kod skoro svih pacijenata nakon poStedne operacije dojke,
kao i kod pacijenata sa povec¢anim rizikom od relapsa bolesti nakon uéinjene radikalne
mastektomije [28,10] Ciljni volumeni su preostalo tkivo dojke ili zid grudnog kosa i
regionalni limfni ¢vorovi ako su zahvaéeni Sirenjem tumora [29]. Cilj postoperativne
RT je smanjenje ucestalosti pojave relapsa u dojci nakon posStedne operacije ili zidu
grudnog kosSa, nakon mastektomije. Optimalni period od operacije do zapocinjanja
postoperativne RT je 8 nedelja. Ukoliko se RT kombinuje sa adjuvantnom HT prvo se
sprovodi HT, a potom RT [30,31].

Postoperativna RT nakon postedne operacije indikovana je kod vecine
pacijentkinja. Ona se moZe izostaviti kod pacijentkinja starije Zivotne dobi sa nodus
negativnim luminalnim karcinomima manjim od 3 cm, koje adjuvantno lecenje
nastavljaju hormonskom terapijom. Iako je zabeleZena znaajno veéa uclestalost
izolovanog recidiva u dojci, nema razlike u ukupnom prezivljavanju izmedu
pacijentkinja sa postoperativnom RT i pacijentkinja bez postoperativhe RT [32]. Kod
postoperativne RT koja se sprovodi nakon posStedne operacije, indikovano je dodavanje
boost doze na predeo leZista tumora, $to bi moglo biti izostavljeno kod pacijentkinja sa
luminalnim tumorima 1 niskim rizikom od relapsa bolesti starijih od 60 godina, koje ¢e
primati adjuvantnu hormonsku terapiju. [33,34]. Isto tako, pokazano je da, kod
pacijentkinja sa niskim rizikom od relapsa bolesti kod kojih je uradena poStedna
operacija, akcelerisana parcijalna RT nije inferiorna u odnosu na standardnu RT celog
volumena dojke [35].

Postoperativna RT nakon mastektomije preporucuje se kod svih pacijentkinja sa
4 1 viSe pozitivnih aksilarnih limfnih ¢vorova 1/ili tumorima veéim od 5 cm. Kod

pacijetnkinja sa 1-3 pozitivna aksilarna limfna ¢vora, primena postoperativne RT treba



individualizovati prema ostalim faktorima rizika (biologija tumora), uzimajuéi u obzir
mogucnost pojave komplikacija kod sprovodenja ove procedure [10].

Hipofrakcionisana postoperativna RT moze da se razmotriti kod pacijentkinja
starijih od 50 godina sa negativnim limfnim ¢vorovima, jer je pokazano da je bezbedna i
efikasna i nakon duzeg vremena pracenja. [36,10].

Klinic¢ke studije su pokazale da postoperativna RT regionalnih limfnih ¢vorova
(aksilarnih, supraklavikularnih, duz a. mammariae internae) kod pacijentkinja sa
visokim rizikom znafajno smanjuje ucestalost pojave loko-regionalnog ili udaljenog
relapsa bolesti, uz produzenje prezivljavanja [37,38]. U toku je poredenje efikasnosti i
podnosljivosti izmedu samo postoperativne RT regionalnih limfnih ¢vorova 1 disekcije
aksilarnih  limfnih ¢vorova uz postoperativnu RT regionalnith limfatika kod

pacijentkinja sa pozitivnim strazarskim limfnim ¢vorvima nakon preoperativne

hemioterapije (Alliance A11202 studija, NCT01901094).
1.2.3 Bioloski podtipovi karcinoma dojke

Danas se razlikuju cetiri surogat podtipa karcinoma dojke koji su definisani
rutinskom histologijom i imunohistohemijom (IHH): luminal A-like, luminal B-like,
trosturko negativni i HER2 pozitivni karcinomi dojke (detalji svakog podtipa su

prikayani u Tabeli ) [39].

Tabela 2. Surogat definicije podtipova karcinoma dojke [10][28]

Klinickopatoloska surogat

Podtip definicija Napomena
Yoraniéne vrednosti koje razdvajaju niski od
s : a4y intermedijernog Ki67 treba da ustanovi svaka
Luminal A-like Iy .. Lo
i laboratorija na osnovu svojih analize; veéina
ER pozitivan o . .
. . eksperata sugeriSe da bi vrednost Ki67 do
Luminal A HER-2negativan o y . . .
Ki67 nizak: 20% oznacavlala nizak proliferatini index .
PaR Visok? (a Puzepe Viale na EBCC 2018 kaZe da bi ta
9 vrednost trebala da se podigne na 25%)
>’Luminal B-like (HER2-
negative)”’
Luminal B ER pozitivan
HER?2 negativan
Ki67 visok ili




PgR nizak
>’Luminal B-like (HER2-

pozitivan)
ER pozitivan
HER2-pozitivan
Bilo koji Ki67
Bilo koji PgR
HER? ”? . H’]::Rz-pozitivan (non-
orekomerna  uminah)”
ekspresija HERZ-pozmvan
ER i PgR odsutan
Postoji oko 80% preklapanja
’s ’Trostruko-negativni (duktalni)’’ i.Zm?du”Frostruko. n,egativnog i ’bgsal:
Basal ER i PgR odsutan like’podtipa, ali  ’trostruko  negativan
like”’ ukljucuje neke posebne histoloske tipove kao

HER2- negativan o . o .
9 medularni 1 adenoid cistiéni karcinom sa

niskim rizikom za razvoj udaljenog relapsa

Iz tabele se vidi da kada danas govorimo o hormon receptor pozitivnim
karcinomima dojke, govorimo o kategorijama luminal A ili luminal B karcinomima.
Prema aktuelnim preporukama [10,28] svi pacijenti sa detektabilnom ekspresijom ER, koja
je definisana kao > 1% kancerskih ¢elija, treba da se le¢e endokrinom terapijom sa ili bez
hemioterapije i terapijom usmerenom na HER2 receptor, u slu¢aju HER2 pozitivnih tumora.
Za premenopauzne pacijentkinje tamoksifen u trajanju od 5 godina je istorijski standard
adjuvantne hormonske terapije i jo§ uvek je preporucen za nisko-rizi¢ne luminal A-like
karcinome dojke (visoka ER/PR ekspresija, gradus 1, nodus negativni status, veliCina
tumora Tla ili T1b) [10]. Preporuka za pacijente sa intermedijernim/visokim rizikom
(intermedijerna/niska ER/PgR ekspresija, gradus tumora 2 i 3, Ki 67 > 15-20%, nodus-
positivni status, veli¢ina tumora > 5 cm) je ovarijalna supresija (OvS) pridodata
tamoksifenu ili inhibitorima aromataze (IA) kod premenopauznih zena. Ova terapija
smanjuje rizike od relapsa bolesti, a produzetak primene tamoksifena do 10 godina od
ucinjene operacije moze biti opcija za pacijentkinje sa intermedijernim/visokim rizikom od
relapsa bolesti koje ostanu premenopauzne. Optimalno vreme trajanja hormonske terapije
je trenutno nepoznato (nivo preporuka je 1,C) [10,28,40-43]. Kod postmenopauznih
pacijentkinja sa intermedijernim/visokim rizikom od relapsa bolesti indikovana je
adjuvantna hormonska terapija primenom I[A od pocetka ili sekvencijalno tamoksifen
potom IA, a dolazi u obzir produzena terapija primenom IA ili tamoksifena. Novije studije
ukazuju na to da produZena adjuvantna hormonska terapija primenom IA smanjuje rizike

uglavnom od nastanka primarnog tumora kontralateralne dojke, dok je uticaj na pojavu



udaljenih metastaza manji. Takode, veci je ucinak kod pacijentkinja inicijalno lecenih

primenom tamoksifena [44-46].

1.2.4 Adjuvantna sistemska terapija

Adjuvantna sistemska terapija ima za cilj da smanji ovaj rizik od relapsa bolesti.
Odreduje se prema procenjenom riziku za relaps bolesti (o ¢emu ¢e biti viSe reéi u

nastavku uvoda) za svaku bolesnicu posebno.

1.2.4.1 Adjuvantna hemioterapija

Prema poslednjoj konferenciji u St Gallen-u 2017. [47] date su preporuke koje
kategorije bolesnica sa ranim karcinomom dojke treba da primaju adjuvantnu
hemioterapiju. Izdvojene se sledece grupe:

1. Tripl negativni karcinomi dojke: preporuka je da za stadijum TIbNO 1 viSe
stadijume vecina pacijentkinja sa tripl negativnom boles¢u treba da primaju
adjuvantnu terapiju u sastavu antraciklini i1 takasana, a posebno ovo vazi za
bolesnice u klinickom stadijumu 11 i I11.

2. HER2 pozitivna bolest: preporuka je da od stadijuma T1bNO i sve viSe stadijume
pacijentkinje treba da primaju adjuvantnu hemioterapiju i anti HERT2 terapiju u
trajanju od godinu dana.

3. ER pozitivna/HER2 negativna bolest: preporuka je da sve pacijentkinje koje
imaju i nepovoljne patoloske faktore primaju adjuvantnu hemioterapiju. To su
nodus pozitivna bolest, gradus 3 tumora, prisustvo limfovaskularne invazije,
visok Ki67 i niska ekspresija HR-a.

4. Takode data je preporuka da se hemioterapija primeni i kod postojanja
intermedijernog/visokog skora genomskih testova luminal-B-like i/ili nodus
pozitivnog karcinoma. [48,49].

5. Za vecinu pacijenata je kao standard lecenja, preporucena upotreba antraciklin- i

taksan-bazirane hemioterapije.



1.2.4.2 Adjuvantna hormonska terapija (estrogena deprivacija, estrogena
deprivacija+SERM ili 1A, SERM)

1.2.4.2.1 Estrogena deprivacija

Estrogena deprivacija u bukvalnom prevodu znaci liSavanje organizma Zene
zenskog polnog hormona estrogena (lat. Deprivare; lisiti, ukloniti). Kod
premenopauznih Zena estrogena deprivacija moze biti ovarijalna supresija (OvS)
(drugacije se naziva i medikamentozna kastracija) ili ovarijalna ablacija (OA) (ako je
postignuta ozracivanjem jajnika postupak se zove 1 zraCna kastracija a ako je ablacija
uradena hiruskim putem,ovariektomijom, naziva se 1 hiruska kastracija). Mora se imati
u vidu da je estrogena deprivacija postignuta ovarijalnom supresijom reverzibilan
postupak. Estrogena deprivacija nakon ovarijalne ablacije je ireverzibilna [50,51]. Kod
postmenopauznih zena estrogena deprivacija se postize lekovima iz grupe inhibitora
aromataze (1A) [52-54].

S obzirom na temu ovog rada, akcenat ¢e se u daljem tekstu staviti na ablaciju
jajnika. Ablacija jajnika je najstariji oblik sistemskog endokrinog le¢enja karcinoma
dojke, koji se sastoji od prekida funkcionisanja jajnika, kao glavnog izvora biosinteze
estrogena kod Zena u premenopauzu, kako bi se smanjilo stvaranje estrogena.[55-57].
Metoda je stara, jednostavna, relativno jeftina i ne zahteva hospitalizaciju ali je dozno i
starosno zavisna. Ima svoje potencijalne nezeljene efekte u vidu kasnih sekvela zracenja
na maloj Karlici. Ovarijalna supresija je uvedena u praksu devedesetih godina proslog
veka i danas je najzastupljeniji na¢in adjuvantne estrogene deprinacione terapije u svetu.
[58].

1.2.4.2.2 Estrogena deprivacija+SERM ili 1A

Prema konsenzusu sa poslednje konferencije u St Gallen-u 2017 [47] izdvojene
su sledece kategorije bolesnica koje same po sebi predstavljaju indikaciju za dodavanje
supresije ovarijalne funkcije oralnoj antihormonskoj terapiji: 1. prisustvo 4 1 viSe
metastatski izmenjene limfne zlezde 2. Zivotna dob mlada od 35 godina i 3. potvrden

premenopauzni nivo estrogena.



Takode, predlozene su preporuke za adjuvantni sistemski treatment ER
pozitivnog/HER?2 negativnog ranog karcinoma dojke. Sve premenopauzne bolesnice
koje imaju visok nivo HR, pT1la, pT1lb, pNO, G1 se lece samo endokrinom terapijom,
tamoksifenom 5 godina. Premenopauzne bolesnice sa visokim-intermedijernim HR,
pT1lc,pT2, pNO ili pN1(1-3), G2 se leCe kombinacijom endokrine terapije i adjuvantne
hemioterapije. Ako uz to imaju pNO, hemiotrapija se moze izostaviti i dati tamoxifen sa
ovarijalnom supresijom ili egzemestan sa ovarijalnom supresijom. Medutim ako je
bolesnica sa N+ statusom, pored ovarijalne supresije i Exemestana dobija i adjuvantnu
hemioterapiju. Treca kategorija premenopauznih bolesnica imaju intermedijerni nizak
nivo HR, pT3 /ili N2-N3 i visok Ki67. Ove bolesnice se leCe adjuvantnom

hemioterapijom i endokrinom terapijom (ovarijalna supresija sa Al).

1.2.4.2.3 SERM

Tamoksifen 20 mg/dan je istorijski standard adjuvantne hormonske terapije za
premenopauzne zene. Prema aktuelnom konsenzusu iz St Gallen-a 2017 [10], kao
monoterapija tamoksifen je jos uvek preporuka samo za premenopauzne niskorizi¢ne
bolesnice (visoki HR, pT1a, pT1b, pNO i gradus 1) u trajanju 5 godina. Pitanje da li i
kome treba produziti primenu tamoksifena nakon pete godine je i dalje otvoreno.
Poznato je da se polovina relapsa bolesti javlja posle pete godine od dijagnoze, a posle
desete godine rizik iznosi 25 % [59]. Za bolesnice koje su ostale premenopauzne za
vreme prvih pet godina primene tamoksifena, prolongiranje leka na deset godina bi

trebalo ograniciti samo na bolesnice sa viskom rizikom u momentu dijagnoze bolesti.

1.2.4.3 Adjuvantna bioloSka terapija

Trastuzumab kombinovan sa hemioterapijom kod bolesnica sa HER2
prekomernom ekspresijom priblizno za polovinu smanjuje rizik od relapsa bolesti, u
poredenju sa samom hemioterapijom, Sto prevedeno u prezivljavanje bez progresije
bolesti donosi poboljsanje od 10% i 9% poboljsava 10-godi$nje ukupno prezivljavanje
(nivo preporuke je 1A) [60-62]. Trastuzumab je odobren za pacijente sa N+ i NO boles¢u

sa tumorima veli¢ine ve¢e od 1cm. Zbog relativno velikog rizika za relaps, cak i kod



pacijentkinja sa NO tumorima manjim od 1cm, treba razmatrati upotrebu Trastuzumaba
a posebno ako su i ER negativni [63]. Davanje Trastuzumaba u trajanju od jedne godine
danas je standard [64]. Davanje Trastuzumaba u trajanju od dve godine nije dalo Kkorist
u HERA studiji [65]. Takode, PHARE studija je poredila da trajanje leCenja od 6 meseci
sa leCenjem od 12 meseci i nije dokazana neinferiornost Sestomesecne terapije. Mada je
u FinHER studiji slican rezultat sa davanjem leka postignut sa samo devet meseci
terapije [66].

Trastuzumab se obi¢no dobro toleriSe iako se Cesto, ali obi¢no reverzibilno,
pojavljuje srcana disfunkcija. Selekcija pacijenata treba da se uradi na osnovu ulazne
sr¢ane funkcije (iskazane u ejekcionoj frakciji srca). Terapija zahteva periodi¢ni,
Cetvoromesecni kardioloski monitoring. Zbog toga Trastuzumab ne treba rutinski davati
istovremeno sa antraciklinima (nivo preporuke IB). Ali je zato kombinacija sa taxanima
bezbedna i efikasnija nego u sekvencijalnom davanju sa taxanima [61]. Takode,

Trastuzumab se moze bezbedno kombinovati sa RT i hormonskom terapijom.

1.3 Hormon receptor pozitivni karcinom dojke

Izraz hormonozavisni karcinom dojke oznacava one karcinome dojke koji sadrze
HR (ER 1 PgR) u vec¢oj koli¢ini implicirajuci da je njihov rast zavisan od estrogena, da
imaju bolju prognozu od karcinoma dojke koji ne sadrze HR ili ih sadrze u malim
koli¢inama i da su osetljivi na HT (hormonska terapija inhibira njihov rast). Dokazana
je uloga estrogena u kancerogenezi tumora dojke i stalno se otkrivaju novi molekularni
mehanizmi putem kojih estrogen ucestvuje u procesima inicijacije, promocije i
progresije kancerogeneze [67]. Gensko profilisanje tumora [68] pokazalo je da postoje
dva suprotna tipa karcinoma dojke: luminalni tip, sa bogatim sadrZzajem SR 1 bazalni tip,
bez ekspresije SR[69]. U poredenju sa tumorima sa prisutnim SR, ERO/PgR0O tumori
imaju vecu sklonost da metastaziraju u toku prvih 5 godina pracenja nakon
lokoregionalnog lecenja. Suprotno tome, u periodu posle 5 1 viSe godina pracenja od
lokoregionalnog leCenja, rizik od relapsa bolesti veci je kod SR-pozitivnih tumora nego
kod karcinoma dojke sa odsutnim SR [70,71]. U odnosu na prognosticku vrednost status
SR ima mnogo ve¢i znacaj u predvidanju odgovora na HT (prediktivni faktor), tako da

se danas karcinomi dojke prema statusu ER i PgR dele na tri kategorije: a) tumori sa
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velikom osetljivos¢u na HT (eng. highly endocrine responsive) (ER+/PgR+ fenotip), b)
tumori sa nepotpunom osetljivos¢éu na HT (engl. incompletely endocrine responsive)
(ER+/PgR- ili ER-/PgR+ fenotipovi) i c) tumori neosetljivi na HT (engl. endocrine non-
responsive) (ERO/PgRO) [70].

Ipak svaka pacijentkinja ima manji ili veci rizik za ponovnu pojavu bolesti
(relaps). Da bismo prepoznali pacijentkinje sa ve¢im rizikom od relapsa bolesti kojima

je potrebna dodatna terapija, sluzimo se prognosti¢kim faktorima.

1.3.1 Prognostic¢ki faktori

Prognosticki faktori su karakteristike samog pacijenta i tumora koje utiu na
prirodan tok bolesti i oznacavaju verovatnocu ponovne pojave bolesti ako se ne primeni
odgovarajuc¢a onkoloska terapija [73]. Na taj nacin se diferencira bolesnike sa dobrom

prognozom od bolesnika sa loSom prognozom, nezavisno od primenjene terapije.

Kod ranog karcinoma dojke, u ovom trenutku, prihvaceni su sledec¢i (tzv.
,»klasi¢ni”) prognosticki faktori: 1. broj regionalnih limfnih ¢vorova koji su zahvaceni
metastatskim procesom, 2. veli¢ina tumora, 3. histoloski gradus tumora, 4.
limfovaskularna invazija, 5. godine Zivota u momentu postavljanja dijagnoze, 6. markeri
tzv. hormonske zavisnosti (receptor za estrogen: ER, receptor za progesteron: PgR), 7.
familija receptora za epidermalni faktor rasta (HER-2/ neu) [28]. Odredivanje svih
»klasi¢nih* prognostickih faktora je obavezno kod svake bolesnice. Najvazniji
prognosticki faktor je zahvacenost i broj zahvacenih regionalnih (aksilarnih) limfnih
¢vorova metastatskim procesom (nodusni status) [74-76]. Tako je prezivljavanje bez
bolesti (DFS, engl. Disease Free Survival) i ukupno prezivljavanje (OS, engl. Overall
Survival) najduze u bolesnica kod kojih se tumor jo§ nije proSirio u regionalne limfne
¢vorove, dok je u onih bolesnica sa viSe od 9 pozitivnih regionalnih limfnih ¢vorova
prognoza bolesti najlosija [77].

Na osnovu individualnih prognosti¢kih faktora svake bolesnice, procenjuje se
kategorija rizika za relaps bolesti: nizak (<10%), umereni (10%-50%) i visoki rizik
(>50%). [78].
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Tabela 3. Kategorije rizika za bolesnice sa operabilnim karcinomom dojke

Nizak rizik

Negativni aksilarni limfatici i sve dole Predpostavljeni rizik od

navedeno relapsa u toku 10 godina
(%)

*pT<2cm

* Gl

* bez eksnzivne vaskularne invazije

* ER 1/iliPR prisutni

<10%

* HER2 bez prekomerne ekspresije

*>35 godina zivota

Srednji rizik

NO

N+

Negativni  aksilarni  limfatici i
najmanje  jedna od  navedenih
karakteristika

pT>2cm, ili

* G2-G3, il

» prisutna ekstenzivna vaskularna
invazija, ili 10-50%
* ER 1 PR odsutni, ili

» HER2 amplifikacija, ili

» <35 godina

Zahvaceni aksilarni limfatici (1-3)

* ER /PgR prisutni i

* HER2 bez amplifikacije

VisoK rizik

Zahvaceni aksilarni limfatici (1-3) uz

* ER i PgR negativne receptore

* HER2 amplifikaciju

i >50
* metastaze u 4 ili viSe aksilarnih

limfatika

Pored navedenih, tzv. klasi¢nih prognosti¢kih faktora, pojavili su se i novi

biomarkeri za odredivanje prognoze bolesnica sa karcinomom dojke. Urokinazni
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aktivator plazminogena i inhibitor aktivatora plazminogena 1 (UPA/PAI-1) je Eliza test
kojim se odreduje metastatski potencijal karcinoma dojke. Iako prognosti¢ka vrednost
0vog testa ima najvisi nivo preporuka (IA), jo§ nije Siroko i zvani¢no prihvaéen [79].
Danas su, isto tako, klinicki parametri (starost, stadijum bolesti, ER i gradus tumora)
integrisani u skoring sisteme kojima se relativno precizno procenjuje verovatnoca
relapsa bolesti i smrti kao na primer Nottingham Prognostic Index (NPI), Adjuvant!
Online (www.adjuvantonline.com) ili PREDICT skor [80-82]. Kada i dalje postoje

nedoumice o izboru adjuvantne terapije, mogu se Koristiti genske analize. One mogu da
predvide individualni rizik od relapsa i potencijalnu korist od hemioterapije (nivo
preporuka je 1V, A). Multigenski esej (,, Oncotype DX*) koris¢enjem RT-PCR (engl.
reverse transcriptase — polymerase chain reaction) metode [83], uSao je u preporuke o
le¢enju nodus negativne grupe bolesnica sa steroid receptor (SR) - pozitivnim rakom
dojke [84]. Jos 4 multigenska testa je razmatrano na poslednjoj St. Gallen konferenciji
2017.: Breast Cancer Index,EndoPredict, MammaPrint i Prosigna [39,85,86,28].

Panelisti konferencije su bili saglasni da ovi testovi donose prognosticke
informacije komplementarne histopatoloSkom nalazu za terapiju ranog karcimoma
dojke osim u grupi sa pTla-b, pNO, ER+PR+HER1-sa niskim Ki67 i gradusom
tumora. Kada postoje nedoumice o izboru adjuvantne terapije moze se koristiti genska
analiza kao Mamma Print, Oncotype DX, Prosigna i Endopredict. Oni mogi da predvide
individualni rizik od relapsa i potencijalnu korist od hemioterapije (nivo preporuka je 1V,
A).

Literaturni podaci objavljeni u skorije vreme [87] su pokazali da rizik od
razvijanja udaljenih metastaza tokom 5-20 godina trajanja bolesti i posle prekidanja 5-
godisnje endokrine terapije, ipak najviSe zavisi od TN statusa u vreme dijagnoze bolesti.
Takode ovaj rad je pokazao da vise od 40% pacijenata sa T1 karcinomom dojke dozive
relaps bolesti u toku 20 godina od operacije. Ovo ukazuje da se rezistencija na
antiestrogenu terapiju razvija kod nekih bolesnica, ali da molekularni mehanizmi koji

leZe u osnovi toga do danas jo$ nisu do kraja shvaceni.
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1.3.2 Prediktivni faktori

Prediktivni faktor predvida odgovor na primenjenu terapiju.

Najvazniji prediktivni faktor u karcinomu dojke je prisustvo ER i PgR: §to je
veéi sadrzaj ER i1 PgR u tumorskim ¢elijama, to je veca verovatnoéa odgovora na
hormonsku terapiju [88-92]. Pozitivan status HER-2 [amplifikacija c-erbB-2 gena (vise
od 2 kopije) 1/ili povecan broj (overekspresija) receptora za humani epidermalni faktor
rasta 2 (HER-2) na membrani ¢elija karcinoma dojke] predstavlja dokazani prediktivni
faktor odgovora na trastuzumab, monoklonsko antitelo koje se specificno vezuje za
HER-2 na povrsini tumorske ¢elije [93-100]. Pozitivan HER?2 status snazan je prediktor:
dobrog odgovora na leCenje anti-HER2 monoklonalnim antitelom trastuzumabom,
rezistencije na alkiliraju¢e hemioterapeutike, potrebe za viSim dozama hemioterapije,

benefita od adjuvantne terapije antraciklinima i rezistencije na tamoksifen [101].

1.4 Znacaj ekspresije PTEN u HR- pozitivnom karcinomu dojke

PTEN je tumor supresorski gen smeSten na hromozomu 10 [102]. On kodira
PTEN protein koji je po funkciji membranski enzim, fosfataza, relativne molekulske
mase 55 kDa. Fizioloski, PTEN je deo PI3K/Akt (fosfatidilinozitol 3 kinaza/Akt)
signalnog puta koji ima centralnu ulogu u regulaciji ¢elijskog rasta, pokretljivosti ¢elije 1
apoptoze. [103]. PTEN protein defosforilizuje fosfatidilinizitil, 3,4,5-trifosfat (PIP3) i
sprecava dalju aktivaciju serin/traonin kinaze AKT i time sprecava dalju aktivaciju celog
puta. Gubitak funkcije PTEN izaziva akumulaciju PIP3 i aktivaciju PI3K/Akt puta koji
stimuliSe ¢elijsku proliferaciju, migraciju, fokalnu adheziju, invaziju i inhibiSe apoptozu
[104-106]. Takode, PTEN zaustavlja ¢eliju u G1 fazi i tako spreCeva apoptozu preko
AKT-zavisnog puta [107]. PTEN i p53 su dva najpoznatija tumor supresor gena u
genomu, ali je jedino PTEN konstantno aktivan (engl. Default gatekeeper) u borbi protiv
kancerogeneze [105]. Gubitak PTEN aktivnosti, bilo na genskom nivou ili proteinskom
nivou (degradacija PTEN proteina ili posttranslacioni poremecaji PTEN proteina.),
povezano je sa mnogim primarnim i metastatskim malignitetima u humanoj populaciji,
izmedu ostalih i sa inicijacijom 1 progresijom karcinoma dojke. To je posle mutacije p53

gena, drugi po ucestalosti poremecaj funkcije tumor supresor gena kod humanih
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kancera. Zna¢aj mutacije PTEN gena u sporadi¢nom karcinomu dojke jo§ uvek nije
jasan, ali se procenjuje da je prisutna kod 1-50% slucajeva, dok je smanjenje ili gubitak
ekspresije PTEN proteina nadeno kod 31-40% karcinoma dojke [108]. Prema najnovijim
literaturnim podacima, kancerogeneza je potencijalno povezana pre sa gubitkom
funkcije PTEN gena nego gubitkom ekspresije proteina [109-111]. Skoro je otkriveno u
grupi pacijentkinja sa HER2 pozitivnim karcinomima dojke, da one pacijentkinje sa
ocuvanom ekspresijom PTEN proteina postizu terapijski odgovor na ciljanu terapiju sa
trastuzumabom priblizno u 70% slucajeva, u poredenju sa 20% pacijenata sa PTEN
negativnom ekspresijom proteina [112-114]. Moze se re¢i da PTEN predstavlja
potencijalni maker za predikciju klinickog odgovora na target-terapiju kod karcinoma
dojke. Takode, u literaturi nalazimo podatke da smanjenje ekspresije PTEN protein,
mutacije PIK3CA ili pojacana aktivnost PI3K signalnog puta, je povezana sa znacajno
kra¢im prezivljavanjem pacijentkinja uprkos adekvatnom tretmanu sa adjuvantnom
hemioterapijom [115-117].

Prema ranijim studijama postoji korelacija izmedu smanjene ekspresije PTEN
proteina u ER pozitivnom karcinomu dojke i rezistencije na tamoksifen [115] Takode
prethodne studije su pokazale da je nishodna regulacija PTEN je povezana sa visokim
gradusom tumora, udaljenim metastazama i slabijem DFS [110,115]. Smanjena PTEN
i/ili povecana AKT aktivnost u celiji karcinoma dojke je povezana sa razvojem
rezistencije na Tamoksifen. Souman i saradnici su potvrdili vezu izmedu redukovane
PTEN proteinske ekspresije i brzeg relapsa karcinoma dojke. Prethodno uéinjeno
istrazivanje u Institutu za onkologiju 1 radiologiju je pokazalo da ekspresija PTEN
proteina moze imati prognosticki znacaj kod postmenopauznnih HR pozitivnih ranih

karcinoma dojke leCenih adjuvantnom hormonskom terapijom tamoksifenom [118].
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2. CILJEVI RADA

Ciljevi ovog rada jesu da se u grupi pacijentkinja sa HR pozitivnim karcinomima
dojke dijagnostikovanim u stadijumu I/II i leCenih adjuvantnom ovarijalnom ablacijom
proceni:

1. uticaj ekspresije PTEN proteina na prezivljavanje bez bolesti (engl. disease-

free survival, DFS)

2. uticaj ekspresije PTEN proteina na ukupno prezivljavanje (engl.overall

survival, OS)

3. uticaj ekspresije PTEN proteina na prezivljavanje specificno za karcinom

dojke (engl. breast cancer specific survival, BCSS).
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3. MATERIJAL | METODE

3.1 Pacijentkinje i nacin leCenja

Rad je prospektivna analiza pracenja uticaja retrospektivno odredene ekspresije
PTEN proteina na ishod bolesti analizirane grupe pacijentkinja sa karcinomima dojke.

Sve pacijentkinje su dijagnostikovane u Institutu za onkologiju i radiologiju
Srbije u periodu od 1988. do 1994. godine i le¢ene su radikalnom mastektomijom sa
disekcijom istostrane pazusne jame. Sve pacijentkinje su u nastavku lecenja, prema tada
vazecem protokolu za leCenje karcinoma dojke u Institutu za onkologiju i radiologiju
Srbije [119], kao jedini oblik adjuvantne terapije, imale ovarijalnu ablaciju putem
ozraCivanja jajnika sa 12 Gy u Cetiri seanse. Adjuvantna hemioterapija i postoperativna
radioterapija nisu sprovodene. Posle toga su redovno pracene.

Ovo je, prema klasicnim faktorima prognoze, veoma homogena grupa
premenopauznih zena sa HR pozitivnim karcinomima dojke i sa istim nodalnim
statusom. Sve analizirane pacijentkinje imale su ili gradus tumora 3 bez zahvacéenih
regionalnih limfnih ¢vorova (G3/NO0) ili 1-3 pozitivna limfna ¢vora bez obzira na gradus
tumora (G1-3/N1-3). Premenopauzni status je odreden po slede¢em kriterijumu: redovne
menstruacije ili izostanak menstruacije do godine dana unazad od dijagnoze raka dojke.
Ni kod jedne zene nije odredivan hormonski status (FSH, LH, estradiol u cirkulaciji)

radi potvrde menopauznog statusa.

3.2 Metodologija odredivanja ER, PgR, c-erbB-2 gena i PTEN statusa

3.2.1 Metodologija odredivanja ER i PgR

Estrogeni receptori (ER) i progesteronski receptori (PR) iz primarnog tumora
odredivani su prospektivno kod svih pacijentkinja nakon operacije i to iz smrznutog
svezeg uzorka tumorskog tkiva klasicnom biohemijskom metodom [engl. Classical
biochemical dextrane-coated charcoal (DCC) method] [120].

Biohemijska metoda za odredivanje koncentracije steroidnih receptora obuhvata

sledece postupke:

17



1. uzimanje i cuvanje uzoraka karcinoma dojke,

2. homogenizaciju tkiva i izdvajanje frakcije citosola malignih ¢elija,

w

izbor hormona (,,0belezenog i neobelezenog™ estrogena i progesterona) i izbor
opsega koncentracije hormona

vezivanje hormona za receptore prisutne u citosolnom ekstraktu malignih ¢elija,
odvajanje viska nevezanog hormona,

odredivanje radioaktivnosti u f-scintilacionom brojacu,

odredivanje koncentracije proteina u uzorku,

© N o 0 &

izraCunavanje koncentracije ER 1 PgR.
Pozitivne vrednosti HR definisane su za ER > 10 fmol/mg proteina, a za PgR >

20 fmol/mg proteina.

3.2.2 Metodologija odredivanja c-erbB-2 gena

HER2 status je odreden retrospektivnho (tokom 2006-2007 godine)
detektovanjem amplifikacije c-erbB2 gena iz parafinskih blokova tumorskih tkiva koji
su prethodno bili fiksirani formalinom (engl. formalni-fixed paraffin-embedded tissue
blocks) hromogenom in situ hibridizacijom (CISH metoda). U radu se Kkoristi proizvod
kompanije Zymed® Laboratories Inc. Ona je proizvela SpoT-Light HER-2 probu. Proba
se sastoji od dvostrukog lanca DNK i obelezena je digoksigenom (v. prospekt
proizvodaca). Ona se specifitno vezuje za c-erbB-2 genski lokus na 17qg12-21
hromozomu. Sustina metode je da ona omogucava da se detektuje amplifikacija gena
koriS¢enjem konvencionalne peroksidazne reakcije pod svetlosnim mikroskopom
klasicno pripremljenog tkiva (parafinski blokovi), Sto ne zahteva dodatnu (skupu)
opremu. Osim toga, istovremeno se vizualizuje i morfologija tkiva, $to omogucava
simultano posmatranje morfologije tkiva i genskih poremecaja [121].

U radu su koris¢eni preparati tkiva debljine 4-5 pum koji su prethodno
pripremljeni na sledeé¢i na¢in: a) deparafinizacija, b) pretretman toplotom (zagrevanje u
mikrotalasnoj pe¢nici na 98°C tokom 15 minuta) c) enzimska digestija pepsinom tokom
10 minuta na sobnoj temperaturi i d) dehidratacija etanol alkoholom. Potom se radi
denaturacija i DNK preparata i digoksigeninom obelezene SpoT-Light® HER-2 probe

(Zymed® Laboratories Inc) inkubacijom na 94-95°C tokom 5 minuta. Nakon toga se
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radi hibridizacija na 37°C tokom perioda duzeg od 10 sati. Imunodetekcija HER-2 probe
vr$i se sekvencijalnom inkubacijom sa misjim anti-digoksigen antitelima (At), potom sa
antimi§jim At kuplovanih peroksidazom i, na kraju, sa DAB-om (engl. substrate-
chromogen solution), supstratom peroksidaze, ¢ime se dobija mrki signal. Potom se radi
bojenje okolnog tkiva hematoksilinom. Ovako pripremljeni preparati gledaju se na
svetlosnom mikroskopu pod objektivom sa uveéanjem od 40x.

Na osnovu ove metodologije bolesnice su podeljene u grupe: a) HER2 pozitivan
status tumora [jaka amplifikacija c-erbB-2 gena (> 10 signala ili velikih klastera u
nukleusu u vise od 50% celija) ili slaba amplifikacija c-erbB-2 gena (6-9 signala ili
taCaka c-erbB-2 gena prisutno u vise od 50% c¢elija)] i b) HER2 negativan status tumora
[bez amplifikacije c-erbB-2 gena (1-5 signala ili tacaka c-erbB-2 gena u jedru u > 50%

celija)].

3.2.3 Metodologija odredivanja PTEN proteina

Ekspresija PTEN proteina je odredena prospektivno, tokom 2017. godine, iz
parafinskih blokova primarnog tumora imunohistohemijskom metodom.

Kori$¢eni su parafinski preseci debljine 3-5mikrona koji su postavljeni na Super-
Frost plocice. Susenje u inkubatoru je vrSeno na 56° tokom noci, nakon Cega je sledila
deparafinizacija (Ksilol 2x15min), dehidracija(100% alkohol 2x15min,96% alkohol
2x10min, destilovana voda 2x2min) i demaskiranje antigena (Target Retrival Solution
10x conc.pufer Ph9, vodeno kupatilo 45min na 95%). Nakon toga skedi hladenje u istom
puferu na sobnoj tempoeraturi 20min, ispiranje u destilovanoj vodi i primena TBS-a
2x2min. Zatim sledi blokiranje endogene peroksidaze (3% vodonik peroksid 5min.) i
ispiranje destilovanom vodom i primena TBS-a 2x2min. Nakon toga sledi aplikovanje
primarnog antitela (Monoclonal Mouse Anti-Human PTEN, Clone 6H2.1, u razmeri
1:100; kao diluent je koriS¢en Antibody Diluent with Background Reducing
Components-60 min.). Zatim je primenjen TBS-a 2x2 min pa EnVision+sistema za
detekciju 35min. i ponovno aplikovanje TBS 2x2min. Primena Chromogen-Liquid
DAB+(1ml substrata +1kap hromogena), primena TBS-a 2x2 min, ispiranje
destilovanom vodom, kontrastiranje primenom Majerovog hematoksilina od 2.5min,
ispiranje destilovanom vodom 2x2min, dehidratacija (96% Alkohol 2x5min, 100%

Alkohol 2x5min, ksilol 2x5min i pokrivanje plo¢ica DPX-om.
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Primarno antitelo kao i propratni reagensi su proizvodi firme DAKO.

Imunoreaktivnost PTEN-a procenjivana je na osnovu ocene procenata obojenih
¢elija - citoplasma/jedro (0: bez imunoreaktivnosti; 1: 1-10%; 2: 11-50%; 3: 51-100%) i
intenziteta bojenja (0: bez imunoreaktivnosti; 1: smanjen intenzitet bojenja u odnosu na
odgovaraju¢e normalne celije 2. isto bojenje kao kod normalnih ¢elija 3: blago
povecana bojenja; 4. umereno povecana bojenja; 5. intenzivno povecano bojenje).

Kao pozitivna kontrola je koriS¢ena imunoreaktivnost okolnog tkiva (epitel
duktusa, mioepitelne celije, fibrociti i nervi) [122].

PTEN status je definisan kao pozitivan ako je skor > 4, a kao negativan ako je
skor < 4.

Retestiranje svih histoloSkih preparata za ekspresiju PTEN proteina je uradeno
od strane dva nezavisna patologa u Sluzbi patologije Instituta za onkologiju i radiologiju

Srhije.

3.2.4 Definicija ishoda bolesti (karcinoma dojke)

Radi se o pacijentkinjama sa HR pozitivnim karcinomima dojke
dijagnostikovane u stadijumu I/II bolesti gde se relaps bolesti ocekuje kasnije u toku
pracenja bolesti. Zbog toga je potrebno duze pracenje ovih pacijenkinja.

U radu su definisani slede¢i parametri na osnovu kojih su se procenjivali ishodi
bolesti, (eng. time to event):

1. prezivljavanje bez bolesti — DFS (eng. disease-free survival): vreme od

radikalne operacije do pojave lokoregionalnog recidiva i/ili udaljenih
metastaza i/ili primarnog tumora suprotne dojke i/ili drugog primarnog

tumora drugih organa i/ili smrti bez relapsa bolesti;

2. ukupno prezivljavanje — OS (eng. overall survival): vreme od radikalne

operacije do smrti bez obzira na njen uzrok;

3. prezivljavanje specificno za karcinom dojke — BCSS (eng. breast cancer
specific survival): vreme od radikalne operacije do smrti zbog karcinoma
dojke.
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3.2.5 Statisti¢ke metode

» Za ispitivanje saglasnosti uzorackih raspodela sa normalnom raspodelom,
koris¢eni su grafici: Normal Q- Plot i Histogram, kao i testovi: Kolmogorov-
Smirnov i Shapiro-Wilk.

» Za opis parametara od znacaja a u zavisnosti od njihove prirode, koris¢ene su
mere deskriptivne statistike: frekvencije, procenti, srednja vrednost (prosek),
medijana, standardna devijacija (SD) i opseg (raspon).

* Za nivo statistiCke znaajnosti usvojena je vrednost a=0,05. U slucaju
viSestrukog testiranja nad istim setom podataka, koriS¢ena je Bonferoni
korelacija a-vrednosti (a3 =0,05/3=0,0167).

* Za testiranje razlika izmedu grupa od interesa za ispitivanje a u zavisnosti od
prirode ispitivanih parametara, kori§éeni su: Pearson y 2test i Fisher exact test.

« Za prikaz OS, DFS, BCSS koris¢ena je Kaplan-Meier product- limit metoda a
za njihov opis koriS€ene su medijane Survival Analysis 1 odgovaraju¢i 95%
intervali poverenja (95%CI). Za testiranje razlika u ukupnom prezivljavanju 1
prezivljavanja bez progresije bolesti u odnosu na parametre od znacaja, koris¢en
je Log-rank test.

» Za procenu uticaja faktora od znaCaja na OS, DFS, BCSS, koris¢en je
univarijantni Cox-.ov proporcionalni hazardni model. Za opis je koris¢en hazard
ratio (HR) sa odgovaraju¢im 95% intervalom poverenja dok je za ispitivanje
statistiCke znacajnosti faktora u regresionom modelu koris¢en Likelihood ratio
test.

* Analiza podataka je radena u statistickom programu R version 3.3.2 [123]
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4. REZULTATI

Rezultati nase istrazivacke studije su prikazani sistematski, prema postavljenim
ciljevima rada.

Ovim istrazivanjem obuhvaceno je 66 pacijentkinja sa HR pozitivnim ranim
karcinomom dojke koje su dijagnostikovane i operativno lecene u Institutu za
onkologiju i radiologiju Srbije, u periodu od decembra 1988. do jula 1994. godine.
Nakon toga, kod svih pacijentkinja sprovedena je ovarijalna ablacija kao jedina
adjuvantna hormonska terapija sa totalnom dozom od 12 Gy u 4 seanse. Do zavrSetka

analize, medijana pracenja iznosila je 17 godina (raspona 1-29 godina).
4.1 Karakteristike pacijentkinja, oboljenja i ishod le¢enja
4.1.1 Opste karakteristike pacijentkinja
U istrazivanje je ukljueno 66 pacijentkinja Cije su opste karakteristike prikazane

u Tabeli 4.
Tabela 4. Opste karakteristike bolesnika

Karakteristike N (%)

Zivotna dob (godine)

Medijana (opseg) 45 (35-54)
Prosek (SD) 44,56
Menostatus

Premenopauzne 66 (100)
Ukupno 66 (100)

Sve pacijentkinje su bile premenopauzne, prosecne starosti od 45 godina i

dobrog opsteg stanja.
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4.1.2 Klini¢ke karakteristike tumora

Klini¢ke karakteristike tumora prikazane su u tabeli 5.

Tabela 5. Klini¢ke karakteristike oboljenja

Karakteristike N (%)

Klini¢ki T u TNM

T1 13 (19,70)
T2 48 (72,72)
T3 5 (7,58)
Klini¢ki N u TNM
NO 25 (37,88)
N1 41 (62,12)
Klini¢ki M u TNM
MO 66 (100)
Klinicki stadijum bolesti
Stadijum 1A 58 (87,88)
Stadijum I1B 8 (12,12)

Sve bolesnice su u trenutku postavljanja dijagnoze bolesti bile bez udaljenih
metastaza 1 najveci broj pacijentkinja je imao T2 i N1 status zbog Cega je stadijum

bolesti IIA bio dominantan po ucestalosti.

4.1.3 Patohistoloske (PH) karakteristike tumora i hormonski receptori
Sve pacijentkinje su u inicijalnom onkoloskom leenju imale radikalnu

mastektomiju sa disekcijom regionalnih limfnih ¢vorova istostrane pazusne jame. PH

karakteristike tumora su prikazani su u tabeli 6.
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Tabela 6. HP karakteristike tumora

Karakteristike N (%)
PH tumora
Duktalni 29 (43,94)
Lobularni 27 (40,91)
Drugo 10 (15,15)
Velicina tumora (cm)
do2cm 36 (54,55)
2-5cm 29 (43,94)
>5cm 1(1,51)
Gradus tumora
Gradus 1 3 (4,55)
Gradus 2 53 (80,30)
Gradus 3 10 (15,15)
Nodusni status
Negativan 6 (9,09)
Pozitivan 1 ¢vor 32 (48,48)
Pozitivna 2 ¢vora 19 (28,79)
Pozitivna 3 ¢vora 9 (13,64)

Sve pacijentkinje su imale histoloski potvrden invazivni karcinom dojke.
Najzastupljeniji tip tumora bio je duktalni karcinom, veli¢ina tumora do 2 cm i gradus 2
tumora. Cak 60/66 (91,01%) pacijentkinja je imalo pozitivne regionalne limfne &vorove,
dok je medijana broja pregledanih limfnih ¢vorova bila 12 (opseg: 7-33). Najcesce je
bolescu bio bio zahvaéen jedan limfni ¢vor. Lobularni karcinom je bio zastupljen samo

za oko samo 3% manje od najcesSceg, duktalnog karcinoma.
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Karakteristike hormonskih receptora tumora su prikazani su u tabeli 7.

Tabela 7. Karakteristike hormonskih receptora

Karakteristike N (%)
Sadrzaj ER (fmol/mg protein)
Medijana (opseg) 22 (0-199)
Prosek (SD) 32,44 (39)
Sadrzaj PgR (fmol/mg protein)
Medijana (opseg) 65 (14-511)
Prosek (SD) 102,6 (104,52)
Status ER
Negativan 15 (22,73)
Pozitivan 51 (77,27)
Status PgR
Negativan 2 (3,03)
Pozitivan 64 (96,97)
Status ER/PgR
ER+/PgR+ 49 (74,24)
ER-/PgR+ 15 (22,73)
ER+/PgR- 2 (3,03)
HER-2 status (CISH)
Negativan 56 (84,85)
Pozitivan 10 (15,15)

NajviSe pacijentkinja je imao pozitivan status 1 ER 1 PgR kao i HER2 negativnu

bolest (bio je luminal HER2-negativan-like podtip ).
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4.1.4PTEN

Prema ekspresiji PTEN proteina, a prema prethodno opisanom skor sistemu u
Metodologiji ovog rada, ispitivana grupa pacijentkinja je podeljena na podgrupu bez
ekspresije PTEN proteina (PTEN negativna grupa) i na grupu sa prisutnom ekspresijom

PTEN proteina (PTEN pozitivna grupa). To je prikazano u tabeli 8.

Tabela 8. Ekspresija PTEN proteina u celoj grupi

Ekspresija PTEN
. N (%)
proteina
* PTEN pozitivne 47 (71)
* PTEN negativne 19 (29)
Ukupno 66 (100)

4.1.5 Karakteristike postoperativnog leCenja

Karakteristike postoperativnog leCenja su prikazane u tabeli 9.

Tabela 9. Karakteristike postoperativnog le¢enja

Karakteristike N (%)
Postoperativna zracna terapija

Da 0

Ne 66 (100)
Adjuvantna hormonska terapija

Ovarijalna ablacija (OA) 66 (100)

Drugo 0
Adjuvantna hemioterapija

Da 0

Ne 66 (100)

Sve pacijentkinje su u nastavku lec¢enja, kao jedini oblik adjuvantne terapije,

imale ovarijalnu ablaciju putem ozracivanja jajnika.
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4.1.6 Ishod lecenja

4.1.6.1 Relaps bolesti

Pojava prvog relapsa karcinoma dojke zabelezena je kod 37/66 (56, 06%)

bolesnica. To je zajedno sa lokalizacijom relapsa bolesti prikazano u tabeli 10.

Tabela 10: Prvi relaps karcinoma dojke i lokalizacija prvog relapsa

Karakteristike N (%)
Relaps bolesti
e Da 37 (56,06)
e Ne 29 (43,94)
Lokalizacija relapsa bolesti
e Lokalni recidiv 8 (12,12)
e Primarni tumor kontralateralne dojke 5 (7,58)
e Udaljene metastaze 30 (45,45)
v Kosti 16 (24,24)
v Viscera 11 (16,67)
v' Meka tkiva 5(7,58)
v" CNS 1(1,52)
v" Multiple (> 2 organa) 5 (7,58)
Broj organa zahvacenih metastazama
e jedan organ 25 (37,88)
e dvaorgana 3 (4,55)
e triorgana 2 (3,03)
Drugi primarni tumor 2 (3,03)

Detalji vezani za lokalizaciju 1 ucestalost relapsa bolesti su prikazani na

grafikonu 1.
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Grafikon 1. Lokalizacije i u¢estalosti relapsa bolesti

Lokalni recidiv se javio kod 8/66 (12, 12%), a primarni tumor kontralateralne
dojke kod 5/66 (7,58%) pacijentkinja. Medijana vremena do pojave lokalnog recidiva
bila je 6,4 godine (a opseg 0,75-1,58 godina).

Pojava primarnog tumora drugog organskog sistema registrovana je kod dve
pacijentkinje: karcinom bronha nakon slobodnog intervala od 26 godina i karcinom
grli¢a materice nakon slobodnog intervala od 23 godine. Ni kod jedne pacijentkinje nije
zabelezen relaps karcinoma dojke 1 obe su leCene prema protokolima za leCenje
malignih tumora bronha, odnosno grli¢a materice. Pacijentkinja sa karcinomom bronha
preminula je zbog karcinoma bronha, dok je ona sa karcinomom grli¢a materice jo$ Ziva.

Najvec¢i broj pacijentinja sa relapsom karcinoma dojke je imalo jedan organ
zahvalen metastazama, najéeSée kosti [16/66 (24,24%)], a najmanje Cesto CNS [1
(1,52%)] .

Od 37 pacijentkinja koje su imale relaps karcinoma dojke, 28/37 je leceno samo

hormonoterapijom, a 9/37 bolesnica samo hemioterapijom.
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4.1.6.2 Prezivljavanje bez znakova bolesti (DFS)

Kriva DFS, uradena po metodi Kaplan-Meier, je prikazana je na grafikonu 2.
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Grafikon 2. Prezivljavanje bez znakova bolesti u celoj grupi
Medijana DFS za celu grupu pacijentkinja iznosila je 15,6 godine sa
odgovaraju¢im 95% intervalom poverenja (95%CI) koji iznosi > 10.5 godina a §to je

prikazano u tabeli 11.

Tabela 11. DFS u celoj grupi

Broj
- J__ Broj dogadaja  Medijana (godine) 95%IC
pacijentkinja

FS 66 37 15,6 >10.5

U tabeli br 12. je prikazana godi$nja stopa DFS u nasoj grupi pacijentkinja a kroz

celokupni period pracenja.
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Tabela 12. Prikaz godi$nje stope DFS u celoj grupi u celokupnom periodu pracenja

Prezivljavanje bez znakova bolesti (DFS)

Godina pracenja o 95% CI za
Kumulativni % o
kumulativni %

1. godina 97,0 92,9-100
2. godina 92,4 86,3-99,0
3. godina 87,9 80,3-96,1
4. godina 81,8 73,0-91,7
5. godina 75,8 66,1-86,8
10. godina 61,7 51,0-74,7
15. godina 50,6 39,7-64,4
20. godina 43,7 33,0-57,9
25. godina 43,7 33,0-57,9
29. godina 40,8 29,9-55,7

Ni nakon 15 godina pra¢enja premenopauznih pacijentkinja sa HR pozitivnim
ranim karcinomom dojke medijana DFS nije dostignhuta. Kumulativni procenat DFS u
20-toj i 25-toj godini je isti i iznosi 43,7%. Na kraju pracenja (29 god) kumulativna DFS

iznosi 40,8%, a gornja granica odgovarajué¢eg 95% intervala poverenja iznosi 55,7% .
4.1.6.3 Ukupno prezivljavanje (OS)
Smrtni ishod je zabelezen kod 34/66 (51,52%) pacijentkinja i to je prikazano u

tabeli br 13.

Tabela 13. Ishod u celoj grupi bolesnica

Ishod N (%)
o Zive 32 (51,52%)
e Umrle zbog karcinoma dojke 32 (48,48%)
e Umrle bez relapsa karcinoma dojke 2 (3,2%)

S obzirom na to da su samo dve bolesnice od ukupno umrlih, preminule zbog

pridruzenih bolesti, a bez progresije karcinoma dojke, u nasoj grupi pacijentkinja BCSS
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i OS predstavljaju razli¢ite kategorije, mada postoji mala razlika izmedu njih (Tabela
br..).
Kaplan-Meier kriva OS u celoj ispitivanoj grupi je prikazana na slede¢em

grafikonu.
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Grafikon 3. Ukupno prezivljavanje u celoj grupi

Medijana OS za celu grupu bolesnica iznosila je 23 godine (95%CI >14,2 godine),

Sto je prikazano u tabeli 14.

Tabela 14. OS u celoj ispitivanoj grupi

Broj pacijentkinja  Brojdogadaja  Medijana(godine) 95%ClI

66 34 23 >14,2

U sledecoj tabeli je prikazana kumulativna stopa OS u naSoj grupi pacijentkinja

tokom celokupnog perioda pracenja.
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Tabela 15. Prikaz kumulativne stope OS u celoj grupi u celokupnom periodu prac¢enja

PrezZivljavanje bez znakova bolesti (OS)
Godina pracenja

Kumulativni % 95% CI za kumulativni %
1. godina 98,5 95,6-100
2. godina 98,5 95,6-100
3. godina 95.5 90,6-100
4. godina 955 90,6-100
5. godina 87,9 80,3-96,1
10. godina 70,7 60,5-82,7
15. godina 59,7 48,8-73,0
20. godina 52,8 41,8-66,8
25. godina 45,1 34,0-59,7
29. godina 45,1 34,0-59,7

Ni nakon 20 godina pra¢enja premenopauznih bolesnica sa HR pozitivnim ranim
karcinomom dojke medijana OS nije dostignuta. Kumulativni procenat OS u 25-toj
godini 1 na kraju pracenja (29. godina) je isti i iznosi 45,1%, a gornja granica

odgovarajuc¢eg 95% intervala poverenja iznosi 59,7% .

4.1.6.4 Prezivljavanje specificno za karcinom dojke (BCSS)
Zbog karcinoma dojke je umrlo 32/66 (48,48%), od ukupno umrlih 34
pacijentkinja, dok su dve pacijentkinje od ukupno umrlih, preminule zbog pridruzenih

bolesti a bez progresije karcinoma dojke.

Kaplan-Meier kriva BCSS u celoj grupi je prikazana na grafikonu 4.
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Grafikon 4. BCSS u celoj grupi

U tabeli je prikazana medijana BCSS i iz tabele se vidi da ona iznosi isto kao kod
0S, tj. 23 godine (95%CI >14,2 godine).

Tabela 16. BCSS u celoj ispitivanoj grupi.

Broj pacijentkinja Broj dogadaja Medijana(godine) 95%ClI

BCSS 64 32 23 >14,2

U sledecoj tabeli je prikazana kumulativna stopa BCSS u naSoj grupi pacijentkinja

tokom celokupnog perioda pracenja.
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Tabela 17. Prikaz kumulativne stope BCSS u celoj grupi u celokupnom periodu pracenja

PrezZivljavanje bez znakova bolesti (BCSS)
Godina pracenja

Kumulativni % 95% CI za kumulativni %
1. godina 98,4 95,4-100
2. godina 98,4 95,4-100
3. godina 95.3 90,3-100
4. godina 95.3 90,3-100
5. godina 87,5 79,8-96,0
10. godina 69,8 59,3-82,1
15. godina 59,7 48,8-73,0
20. godina 60,0 49,0-73,5
25. godina 46,9 35,6-61,7
29. godina 46,9 35,6-61,7

Ni nakon 20 godina pra¢enja premenopauznih pacijentkinja sa HR pozitivnim
ranim karcinomom dojke medijana BCSS nije dostignuta. Kumulativni procenat BCSS u
25-toj godini 1 na kraju pracenja (29. godina) je isti i iznosi 46,9%, a gornja granica

odgovarajuceg 95% intervala poverenja iznosi 61,7%.

4.1.6.5 Zbirni prikaz svih Kaplan-Meier kriva za DFS, OS i BCSS

Kaplan-Meier krive koje predstavljaju vremena do pojave dogadaja kojima je
definisan ishod bolesti u celokupnoj grupi, zbirnoj su prikazane su na slede¢em

grafikonu.
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Grafikon 5. Zbirni prikaz svih Kaplan-Meier kriva za DFS, BCSS i OS

Iz grafikona se najbolje vidi odnos izmedu vremena do pojave dogadaja kojim
su definisani DFS, OS 1 BCSS, a posebno skoro identi¢an odlik kriva za OS 1 BCSS.
Takode se vidi da je generalno ova grupa bolesnica dugo pracena i da bolesnice

generalno, imaju dugo prezivljavanje sa primenjenim leCenjem.

4.2 Ispitivanje povezanosti ekspresije PTEN proteina i karakteristika

tumora dojke

Prikaz karakteristika bolesti i njihove povezanosti sa ekspresijom PTEN proteina

je data u sledecoj tabeli.
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Tabela 18. Demografski podaci i karakteristike oboljenja u PTEN + i PTEN-

podgrupama
Karakteristike N (%) PTEN+ PTEN- Test; p vrednost
Starost (godine)
Srednja vrednost (SD) 44,56 44,68 (4,38%) 44,26 Wilcoxon rank sum
Mediana (raspon) 45 (35-54) 45 (35-52) 43 (35-54) W=423, p=0,74389
Godine
<45 godina 37 (56.06) 27 (57.45) 10 (52.63) 2 test
>45 godina 29 (43,94) 20 (42,55) 9 (47,37) 122 =0,13 p=0,72118
Klinicki stadijum TNM
Stadijum Il A 58 (87,88) 44 (93,62) 14 (73,68) Fisher Exact
Stadijum Il B 8 (12,12) 3(6,38) 5 (26,32) p=0,06017
Histologija tumora
Duktalni 36 (54,55) 21 (44,68) 8 (42,11) Fisher Exact
Lobularni 29 (43,94) 16 (34,04) 11 (57,89) p=0,04662
Ostali 1(1,52) 10 (21,28) 0(0)
Velicina tumora (cm)
0-2 3 (4,55) 26 (55,32) 10 (52,6) .
Fisher Exact

2-5 53 (80,30) 21 (44,68) 8 (42,11)
>5 10 (15,15) 0(0) 1(5,26) p=0,41850
Gradus tumora
Gradus 1 3 (4,55) 3(6,38) 0(0) Fisher Exact
Gradus 2 53 (80,30) 37 (78,72) 16 (84,21)
Gradus 3 10 (15,15) 7 (14,89) 3 (15,79) p=0,75413
Nodalni status
Negativan 6 (9,09) 5 (10,64) 1(5,26) Fisher Exact
Pozitivan 60 (90,91) 42 (89,36) 18 (94,74) p=0,66430
ER vrednost (fmol/mg
Srednja vrednost (SD) 32,44 (39) 25,89 (30.68) 48,63 Wilcoxon rank sum
Medijana (raspon) 22 (0-199) 18 (0-183) 29 (8-199) W=597.5:p=0,03297
PgR vrednost (fmol/mg
Srednja vrednost (SD) 102,6 (104.52) 108,9 (111.95) 87 (84,05) Wilcoxon rank sum
Medijana (raspon) 65 (14-511) 70 (14-511) 59 (16-330) W=411,5;p=0,62509
HER-2 status (CISH)

Negativan 56 (84,85) 39 (82,98) 17 (89,47) Fisher Exact

Pozitivan 10 (15,15) 8 (17,02) 2 (10,53) p=0,71114
Ukupno 66 (100) 47 (100) 19 (100)

Iz tabele se moze uociti da su obe podgrupe pacijentkinja (PTEN+ prema PTEN -) bile

homogene prema svim inicijalnim karakteristikama:

e pacijenata (Zivotno doba)
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e oboljenja (veli¢ina i1 gradus tumora, nodusni status)

e PgR i HERZstatus.

U poredenju sa podgrupom sa PTEN pozitivnim karcinomom dojke, podgrupa
pacijentkinja sa PTEN negativnim karcinomom dojke imala je statisti¢ki znacajno vise
lobularnih tumora, kao i veci sadrzaj receptora za ER.

Postoji trend ka vecoj ucestalisti [IB stadijuma bolesti kod pacijentkinja sa PTEN

negativnim tumorima u odnosu na pacijentkinje sa PTEN pozitivnim tumorima.

4.3 Ispitivanje povezanosti ekspresije PTEN proteina i vremena do

pojave dogadaja kojim su definisani DFS, OS i BCSS

4.3.1 Ekspresija PTEN proteina i ishodi leenja

U tabeli 19 je prikazan ishod bolesti u celoj grupi pacijentkinja i u podgrupama sa

prisutnom ekspresijom PTEN proteina i bez nje.

Tabela 19. Ishod bolesti i ekspresija PTEN proteina u celoj ispitivanoj grupi

Ishod bolesti N (%) PTEN+(%0) PTEN-(%) Test
Relaps

Bez relapsa 29 (43,94) 27 (57,45) 2 (10,53) Fisher Exact
Sa relapsom 37 (56,06) 20 (42,55) 17 (89,47) p=0,0007
Ishod bolesti

Zive 32 (48,48) 30 (63,83) 2 (10,53) Fisher Exact
Umrle 34 (51,52) 17 (36,17) 17 (89,47) p=9,04x10°

Posle medijane pra¢enja od 17 godina zabeleZeno je ukupno prezivljavanje od
50%. Kod pacijentkinja sa PTEN negativnim tumorima zabeleZena je statisticki
znaajno veca stopa relapsa bolesti u odnosu na pacijentkinje sa PTEN pozitivnim
tumorima. Takode, u PTEN negativnoj podgrupi smrtni ishod je zabeleZzen u znacajno

vecem broju pacijentkinja u poredenju sa PTEN pozitivhom podgrupom.
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U daljem sledu rezultata je pojedinac¢no prikazano svako definisano vreme ishoda

bolesti, u odnosu na prisutnu/odsutnu ekspresiju PTEN proteina.

4.3.2 Povezanost PTEN statusa i DFS

Na slede¢em grafikonu je prikazana Kaplan-Maier kriva za prezivljavanje

pacijentkinja bez bolesti u obe grupe u odnosu na PTEN status.
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Grafikon 6. DFS u podgrupama sa PTEN pozitivnim i PTEN negativnim tumorima

Rezultati ispitivanja DFS u odnosu na kategorije ekspresije PTEN proteina,

prikazani su u tabeli 20.
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Tabela 20. DFS u podgrupama sa PTEN pozitivnim i PTEN negativnim tumorima

Podgrupe N Medijana(godine)  95% CI Log-rank test
PTEN pozitivni 20/47 NR -
p=7,9x10*
PTEN negativni 17/19 3,7 >2.7

NR:nije dostignuta medijana DFS

Pacijentkinje sa PTEN negativhim tumorima imaju znacajno krace DFS u
odnosu na pacijentkinje sa PTEN pozitivnim tumorima (Log-rank test, p=7,9x10%).
U sledecoj tabeli prikazace se kumulativna stopa DFS u PTEN negativnoj i

PTEN pozitivnoj podgrupi pacijentkinja.

Tabela 21. Kumulativna stopa DFS prema ekspresiji PTEN proteina

Godina Kumulativni % DFS (95% CI)
pracdenja PTEN - PTEN+

1. godina 89,5 (76,7-100) 100 (100)

2. godina 79,09(62,6-99,6) 97,9 (93,8-100)
3. godina 63,2 (44,8-89,0) 97,9 (93,8-100)
4. godina 47,4 (29,5-76,1) 95,7 (90,1-100)
5. godina 42,1 (24,8-71,3) 89,4 (61,0-98,6)
10. godina 16,8 (5,5-52,0) 78,7 (67,9-91,3)
15. godina - 68,1 (56,0-82,8)
20. godina - 58,8 (46,1-75,0)
25. godina - 58,8 (46,1-75,0)
29. godina - 58,8 (46,1-75,0)

PetogodiSnje 1 desetogodiSnje stope DFS su za 47% odnosno za 60% vece u
PTEN pozitivnoj u poredenju sa PTEN negativnom podgrupom pacijentkinja. Od 15.
godine prate se samo PTEN pozitivne pacijentkinje, s obzirom na to da su sve
pacijentkinje u PTEN negativnoj podgrupi imale relaps bolesti. Na kraju prac¢enja (29

god) kumulativni procenat DFS kod bolesnica sa PTEN pozitivnom ekspresijom
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proteina iznosi 58,8%, a gornja granica odgovarajuc¢eg 95% intervala poverenja iznosi

75,0% .

4.3.3 Povezanost PTEN statusa i OS

Na slede¢em grafikonu je prikazana Kaplan-Maier kriva za ukupno

prezivljavanje pacijentkinja u obe grupe u odnosu na PTEN status.
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Grafikon 7. OS u podgrupama sa PTEN pozitivnim i PTEN negativnim tumorima

Iz grafikona 7 uocava se da pacijentkinje koje su PTEN pozitivne imaju bolje,
duze, ukupno prezivljavanje od onih koje su PTEN negativne.

Povezanost statusa ekspresije PTEN proteina i OS je prikazana u tabeli br.22.

Pacijentkinje sa PTEN negativnim tumorima imaju znacajno krace OS u odnosu

na pacijentkinje sa PTEN pozitivnim tumorima (Log-rank test, 4,8x107%°).
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Tabela 22. OS u podgrupama sa PTEN pozitivnim i PTEN negativnim tumorima

Podgrupa N

Medijana (godine)

Log-rank test

PTEN pozitivni  17/47

PTEN negativni  17/19

NR

6,6

p=4,8x101°

NR: nije dostignuta medijana OS; NA :nije primeljivo

U sledecoj tabeli je prikazana kumulativna stopa OS u PTEN negativnoj i PTEN

pozitivnoj podgrupi pacijentkinja.

Tabela 23. Kumulativna stopa OS u PTEN negativnoj i PTEN pozitivnoj podgrupi

Godina Kumulativni % OS (95% ClI)
pracenja PTEN - PTEN+

1. godina 94,7 (85,2-100) 100 (100)

2. godina 94,7 (85,2-100) 100 (100)

3. godina 89,5 (76,7-100) 97,9 (93,8-100)
4. godina 89,5 (76,7-100) 97,9(93,8-100)
5. godina 63,2 (44,8-89,0) 97,9 (93,8-100)
10. godina 13,4 (3,76-47,5) 91,5 (83,8-99,8)
15. godina - 80,9 (70,3-92,9)
20. godina - 71,6 (59,5-86,0)
25. godina - 61,0 (48,0-77,7)
29. godina - 61,0 (48,0-77,7)

Iz tabele se vidi da su petogodiSnje i desetogodiSnje

stope OS za 34,7%

odnosno za 78% vec¢e u PTEN pozitivnoj u poredenju sa PTEN negativnom podgrupom

pacijentkinja.

Od 15. godine prate se samo PTEN pozitivne pacijentkinje, s obzirom na to da su

sve pacijentkinje u PTEN negativnoj podgrupi preminule. Na kraju pracenja (29 godina)

kumulativni procenat OS kod bolesnica sa PTEN pozitivnom ekspresijom proteina

iznosi 61% a gornja granica odgovarajuceg 95% intervala poverenja iznosi 77,7%.
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4.3.4 Povezanost PTEN statusa i BCSS

Na slede¢em grafikonu su prikazane Kaplan-Maier krive prezivljavanja
specificnog za karcinom dojke (BCSS) u obe podgrupe pacijentkinja u odnosu na PTEN
status.
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Grafikon 8. BCSS u podgrupama sa PTEN pozitivnim i PTEN negativnim tumorima

Iz grafikona 8 uocava se da je BCSS krace u PTEN negativnoj podgrupi
pacijentkinja u poredenju sa PTEN pozitivnom podgrupom .
Rezultati ispitivanja BCSS u odnosu na kategorije ekspresije PTEN proteina su

prikazani u tabeli 24.

Tabela 24. BCSS u podgrupama sa PTEN pozitivnim i PTEN negativnim tumorima

Podgrupa N Medijana(godine) 95%ClI Log-rank test
PTEN pozitivni 15/45 NR -

p=1,42x101
PTEN negativni 17/19 6,6 4,9-9,3

NR: medijana nije dostignuta za BCSS;
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Sve pacijentkinje iz PTEN negativne grupe su umrle zbog raka dojke.

U sledec¢oj tabeli je prikazana kumulativna stopa BCSS u PTEN negativnoj i

PTEN pozitivnoj podgrupi pacijentkinja.

Tabela 25. BCSS u PTEN negativnoj i PTEN pozitivnoj podgrupi

Godina Kumulativni % BCSS (95% Cl)
pracenja PTEN - PTEN+
1. godina 94,7 (85,2-100) 100 (100)
2. godina 89,5 (76,7-100) 100 (100)
3. godina 89,5 (76,7-100) 97,8 (93,6-100)
4. godina 89,5 (76,7-100) 97,8 (93,6-100)
5. godina 63,2 (44,8-89,0) 97,8 (93,6-100)
10. godina 13,4 (3,7-47,5) 91,1 (83,2-99,8)
15. godina - 82,2 (71,8-94,2)
20. godina - 72,5 (60,3-87,1)
25. godina - 64,2 (51,1-80,8)
29. godina - 64,2 (51,1-80,8)

Iz tabele se moze uociti da su petogodi$nje 1 desetogodiSnje stope BCSS za

34,6% odnosno za 77,7% vece u PTEN pozitivnoj u poredenju sa PTEN negativnom

podgrupom pacijentkinja. Od 15. godine prate se samo PTEN pozitivne pacijentkinje, s

obzirom na to da su sve pacijentkinje u PTEN negativnoj podgrupi preminule od raka

dojke.

Na kraju pracenja (29 godina) kumulativni procenat BCSS kod pacijentkinja sa

PTEN pozitivnom ekspresijom proteina iznosi 64,2% a gornja granica odgovarajuceg

95% intervala poverenja iznosi 80,8%.
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4.4 Povezanost klasi¢nih faktora prognoze i ishoda bolesti

Od znacaja za ovo istrazivanje bilo je ispitivanje povezanosti klasi¢nih
prognosti¢kih faktora sa svim ispitivanim vremenima. Od klasi¢nih prognostickih

faktora evaluirani su:

e Zivotno doba (<45 godina prema > 45 godina)

e Veli¢ina tumora (<2 cm vs 2-5 cm prema>5cm)

e Veli¢ina tumora (T1+T2 prema T3)

e Nodalni status (NO prema N1)

e ER sadrzaj (ER<50fmol/mg prema ER>50fmol/mg)

e PgR sadrZzaj (PgR<50fmol/mg prema PgR>50fmol/mg)

e HR status (ER-/PgR+ prema ER+/PgR- prema ER+/PgR+)
e HR status (ER+/PgR+ prema ER-/PgR+ & ER+/PgR-)

e HER-2 status (CISH — prema CISH +)

Rezultati sprovedene analize prikazani su u narednim poglavljima.

4.4.1 Povezanost klasi¢nih faktora prognoze sa DFS

Univarijantnom analizom testirana je povezanost klasi¢nih faktora prognoze
(zivotno doba, veli¢ina tumora, nodusni status i status SR i HER-2) i DFS Log rank

testom. Rezultati testiranja koje se odnose na DFS prikazani su u tabeli 26.
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Tabela 26. Rezultati analize povezanosti klasi¢nih prognostickih faktora i DFS

Prognosticki faktor

DFS (godine)

N (%) Medijana (95%CI1) Log Rank test

Zivotno doba

e <45 godina 37 (51.52) NR ¥?1=1.604

. > 45 godina 29 (48.48) NR p=0.19306
Velicina tumora

o <2cm 13 (19.7) NR > _

e 25cm 48 (72.73) 15,6 (>10,5) N %‘725&

e  >5cm 5 (7.58) 5,1 (>2,6) =L
Velicina tumora

o  TI+T2 61 (92.42) 17 (=11) 11=4.84

e T3 5 (7.58) 5,1 (>2,6) p=0.02781
Nodalni status

e NO 25 (37.88) 26 (>13,5) v*1=1.377

e N1 41 (62.12) 11,6 (>7.6) p=0.24066
ER sadrzqj

e  ER<50fmol/mg 57 (86.36) 17 (>11,5) v?1=2.183

. ER>50fmol/mg 9 (13.64) 7,2 (=5,1) p=0.13955
PgR sadrzaj

e  PgR<50fmol/mg 25 (37.89) 12,2 (>7,6) ¥*1=0.573

e  PgR>50fmolimg 41 (62.11) 17(>9,1) p=0.44915
HR status

e  ER-/PgR+ 15 (22.73) NR

e  ER+/PgR- 2 (3.17) 3,7(=3,7) v%2=1.265

e  ER+/PgR+ 49 (74.1) 12,4 (>9,1) p*=0,53116
HR status

e  ER+/PgR+ 17 (25.9) NR 21=1.216

e ER/PgR+& 5=0.27005

ER+/PgR- 49 (74.1) 146 (>109)

HER-2 status

e CISH- 56 (84.85) 204 (>115) v?1=0.259

e CISH+ 10 (15.15) 143 (>109) p=0.61065

“Bonferroni korekcija : 0.05/3=0.016: NR: nije dostignuta medijana DFS
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Pacijentkinje sa T3 tumorima imaju znacajno krace prezivljavanje u poredenju sa
pacijentkinjama sa T1+T2 tumorima (Log-rank test, p=0.028). Za ostale testirane
klasicne prognosticke parametre nije dobijena znacajna razlika u DFS u nasoj

ispitivanoj grupi.

Na sledecem grafikonu se vide Kaplan-Maier krive za DFS prema veli¢ini

tumora u podgrupama sa velicionom tumora do 5 cm i1 ve¢im od 5 cm.

—tnm.12.3=12
—tnm.12.3=3

0.9

0.8

0.7 -

0.6 -

0.5

0.4 -

0.3 -

0.2

0.1 -

Years

Grafikon 9. DFS i T status (T1+T2 prema T3)

Postoji znacajna razlika u prezivljavanju bez znakova bolesti kod pacijentkinja
sa tumorima do 5 c¢cm 1 tumorima veé¢im od 5 cm: pacijentkinje sa tumorima ve¢im od
5cm (T3) imaju znacajno kra¢e DFS u u odnosu na pacijentkinje sa tumorima do Scm

(T1+T2) (Log-rank test, p=0.028).
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4.4.2 Povezanost klasi¢nih faktora prognoze sa OS

Univarijantnom analizom testirana je povezanost klasi¢nih faktora prognoze
(zivotno doba, veli¢ina tumora, nodusni status i status SR i HER-2) sa OS Log rank
testom. Rezultati testiranja koje se odnose na OS prikazani su u tabeli 27.

Tabela 27. Medijane, 95%CI i analiza povezanosti klasi¢nih prognostickih faktora sa
OS

OS (godine)

Prognosticki faktor N (%)

Medijana (95%CI) Log Rank test

Zivotno doba

e <45 godina 37 (56,06%) NR 141=0,741
e >45godina 29 (43,94%) 16,3 (>12,1) p=0.38923
Velicina tumora
e <2cm 13 (19,69%) NR 1%2=8,017
e 2-5cm 48 (72,75%) 23 (>13,8) p¥=0.01711
e >5cm 5 (7,56%) 6,7 (=5,2)
T u.TNIEI/I_1+T2 61 (92,42%) 23,2(>16,1) ¥1=7,971
. T3 5 (7,58%) 6,8 (=5,2) p=0,00475
Nodalni status
e NO 25 (37,88%) NR ¥41=2,725
e N1 41 (62,12%) 16 (>11,6) p=0,09879
ER sadrzaj
e ER<50fmol/mg 57 (86,36%) 23,2 (>17) ¥*1=3,14
e ER>50fmol/mg 9 (13,64%) 9,3 (=7.,3) p=0.07614
PgR sadrzaj
e PgR<50fmol/mg 25 (37,87%) 16 (>12,3) ¥*1=1,598
e PgR>50fmol/mg 41 (62,13%) NR p=0.20623
HR status
e ER-/PgR+ 15(22,76%) NR 122=3,642
1 N TR
e ER+/PgR+ (74,21%) 3 (211,6)
HR status
e ER+/PgR+ 49 (74,24%) NR ¥*1=3,463
e ER-/PgR+ & 17 (25,76%) 14,2 (>11,6) p=0.06274
ER+/PgR-
HER-2 status
e CISH+ 56 (84,85%) 23 (>13,8) ¥*1=0,077
e CISH- 10 (15,15%) 19,6 (>12,1) p=0,78101

*Bonferroni korekcija : 0.05/3=0.0167; NR: nije dostignuta medijana OS



Pacijentkinje sa tumorima ve¢im od 5 cm imaju znacajno krace OS u odnosu na
pacijentkinje sa tumorima do 5 cm (Log-rank test, p=0,004). Postoji trend ka zna¢ajno
duzem OS pacijentkinja sa ER+/PgR+ tumorima u poredenju sa pacijentkinjama sa
ER+/PgR- i ER-/PgR+ (Log-rank test. p=0,063). Jedini faktor koji razdvaja podgrupe sa
znacajno razli¢itim OS je PTEN status: (pacijentkinje sa PTEN negativnim tumorima
imaju znacajno krace prezivljavanje u odnosu na pacijentkinje sa PTEN pozitivhim
tumorima).

Kaplan-Meier krive koje OS u podgrupama pacijenata sa T1+T2 i podgrupe

saT3 veli¢inom tumora prikazane su na grafikonu 10.
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Grafikon 10. OS i T status (T1+T2 vs T3)

Postoji znacajna razlika u ukupnom preZivljavanju kod pacijentkinja sa
tumorima do 5 cm i tumorima ve¢im od 5 cm: pacijenktinje sa tumorima ve¢im od 5cm
(T3) imaju znacajno kra¢i OS u poredenju sa pacijentkinjama sa tumorima do 5 cm
(T1+T2) (Log-rank test, p=0,004).
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4.4.3 Povezanost klasi¢nih faktora prognoze sa BCSS

Univarijantnom analizom testirana je povezanost klasicnih faktora prognoze
(zivotno doba, veli¢ina tumora, nodusni status i status SR i HER-2) sa BCSS Log rank

testom. Rezultati testiranja koje se odnose na BCSS prikazani su u tabeli 28.

Tabela 28. Rezultati analize uticaja klasi¢nih prognostickih faktora na BCSS

BCSS (godine)

Prognosticki faktor N (% ii
& () 'Egeng?:rll; Log Rank test
Zivotno doba
e <45 godina 35 (51.52%) NR ¥*1=0,903
e >45godina 29 (48.48) NR p=0.34194
Velicina tumora
e <2cCm 12 (18,75% NR 0 _
e 2:5¢m 48 §73,44%§ 23 (214,3) ’g_za%fglfe,)
e >5cm 5 (7.581%) 6,8 (>5.2) p=e
T “.T'i'\f”z 59 (92,18%) NR (>16,3) 1=7,81
. T3 5 (7,82%) 6,8 (>5,2) p=0,00519
Nodalni status
e NO 25 (39%) NR v*1=2,404
e N1 39 (61%) 16 (>11,6) p=0,12101
ER sadrzaj
e ER<50fmol/mg 55 (86,36%) NR v?1=3,14
e ER>50fmol/mg 9 (13,64%) 9,3 (=7,3) p=0.07640
PgR sadrzaj
e PgR<50fmol/mg 24 (37,5%) 16,3 (>9) v?1=1,403
e PgR>50fmol/mg 41 (62,5%) NR p=0.23618
HR status
e ER-/PgR+ 15 (22,73%) 9'2'59) v22=3,277
e ER+/PgR- 2 (3,17%) 143 (;11 6) p¥=0,19425
o ER+/PgR+ 47 (74,1%) = =10
HR status
o ER+/PgR+ 47 (74,1%) NR 2 a1
e ER-/PgR+ & X oreat
ER+/PgR- 17 (25,9%) 14,3 (>11,6) =2
HER-2 status
e CISH - 54 (84,38%) 23 (>14,2) ¥21=0,099
e CISH + 10 (15,62%) 11,3 (>12,1) p=0,75271

“Bonferroni korekcija : 0,05/3=0,0167; NR: medijana BCSS nije dostignuta
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Pacijentkinje sa tumorima ve¢im od 5 cm imaju znacajno kra¢e BCSS u odnosu
na pacijentkinje sa tumorima do 5 cm (Log-rank test, p=0, 0,00519). Postoje trendovi
ka znacajno duzem BCSS pacijentkinja sa sadrzajem ER<50fmol/mg u poredenju sa
pacijentkinjama sa sadrzajem ER>50fmol/mg i ka znacajno duzem BCSS pacijentkinja
sa fenotipom ER+/PgR+ u odnosu na pacijentkinje sa fenotipom ER-/PgR+ &
ER+/PgR-.

Na slede¢em grafikonu se vide Kaplan-Maier krive za BCSS prema veli¢ini

tumora u T1+T2 i T3 podgrupama.
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Grafikon 11. BCSS i T status(T1+T2 vs T3)

Uocava se da podgrupa sa T3 veli¢inom tumora ima loSije BCSS od podgrupe
bolesnika sa T1+T2.

Pacijentkinje sa tumorima ve¢im od 5 cm imaju znacajno kra¢e BCSS u odnosu
na pacijentkinje sa tumorima do 5cm.

Ekspresija PTEN proteina je faktor koji deli pacijentkinje na dve grupe sa

zna¢ajnom razlikom u BCSS: podgrupa sa PTEN negativnim statusom ima znacajno
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kra¢e BCSS u poredenju sa podgrupom sa PTEN pozitivnim statusom,$to je detaljno
opisano u poglavlju 1V 3.4 rezultata (grafikon 8)

Postoji trend ka duzem prezivljavanju pacijentkinja sa ER+/PgR+ tumorima
dojke u odnosu na pacijentkinje sa ER-/PgR+ i ER+/PgR- tumorima.

Za ostale testirane klasi¢ne prognosticke parametre nije potvrdena znacajna

razlika u BCSS u ispitivanoj grupi.

4.5 Univarijanta Cox-ova regresiona analiza za sva ispitivana vremena

Od interesa za ovo istrazivanje bilo je da se uradi Cox regresiona analiza. CoXx-
ova regresiona analiza za DFS i OS uradena je nad grupom od 66 pacijentkinja koje
imaju sve potrebne podatke, osim za BCSS gde je ispitivanje uradeno nad grupom od 64
pacijentkinje. Evaluirane su sledece varijable:

1. Starost (kategorije: starost>45 god. prema starost <45 god)

T status u TNM Klasifikaciji (kategorije: T2 prema T1; T3 prema T1)
T status u TNM Klasifikaciji (kategorije: T2+T3 prema T1)

T status u TNM Klasifikaciji (kategorije: T3 prema T1+T2)

N status u TNM klasifikaciji (kategorije: N1+N2 prema NO)

Sadrzaj ER u fmol/mg proteina (kategorije: ER>50 prema ER<50)
Fenotip ER/PgR (kategorije: ER+/PR+ prema (ER-/PR+ ili ER+/PR-))
Ekspresija PTEN proteina (kategorije: PTEN negativne prema PTEN

© N o g M D

pozitivne)
9. HER-2 status (kategorije: CISH + prema CISH -).

Rezultati sprovedene analize prikazani su u narednim poglavljima.
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4.5.1 Rezultati Cox-ove regresione analize za DFS

U Tabeli 29. su prikazani rezultati Cox-ove univarijantne regresione analize za
DFS.

Tabela 29. Univarijantna Cox-ova regresiona analiza za DFS

Univarijantna Cox-ova analiza za DFS

Karakteristike HR (95%) Likelihood ratio
test

Starost

o >45:<45 god 1,53 (0.8-2,94) p=0,197
TuTNM

e T2:T1 1,35 (0,56-3,28

¢ T3:T1 3,97 ((1,08-14,52)) p=0,148
TuTNM

o T2+T3:T1 1,46 (0,61-3,52) p=0,37
TuTNM

o T3T1+T2 3,11 (1,07-9,04) p=0,067
N uTNM

e N poz: N neg 1,51 (0,76-3,01) p=0,23
Sadrzaj ER

e ER>50: ER<50 1,86 (0,81-4,27) p=0,17
Fenotip ER/PgR

e ER+/PgR+: (ER-

P &g(ER+/(PgR_) 1,55 (0,71-3,39) p=0,26
PTEN ekspresija

e PTEN-:PTEN+ 8,64 (4,08-18,29) p=5,48x10®
HER -2 status

e CISH+: CISH- 1,23(0,54-2,82) p=0,62

Od svih ispitivanih faktora statisticka znac¢ajnost je potvrdena samo za kategoriju
ekspresija PTEN proteina (pacijenti bez ekspresije PTEN proteina imaju 8,6 puta veci
rizik za relaps bolesti u odnosu na pacijentkinje sa prisutnom ekspresijom ovog

proteina).
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4.5.2 Rezultati Cox-ove regresione analize za OS

U Tabeli 30. su prikazani rezultati Cox-ove univarijantne regresione analize za
Os.
Tabela 30. Univarijantna Cox-ova regresiona analiza za OS

o Univarijantna Cox-ova analiza za OS
Karakteristike

HR (95%) Likelihood ratio test

Starost

o >45:<45 god 1,34 (0,68-2,64) p=0.394
TuTNM

e T2:T1 1,21 (0,49-2,97) p=0.078

e T3:T1 1,89 (1,32-18.04)
TuTNM

e T2+T3:T1 1,35 (0,55-3,25) p=0,49
TuTNM

o T3TIL+T2 4,19 (1,42-12,39) p=0,027
N u TNM

e Npoz:Nneg 1,85 (0,88-3,88) p=0,09
Sadrzaj ER

e ER>50:ER<50 2.09 (0,90-4,87) p=0,11
Fenotip ER/PgR

e ER+/PgR+ : (ER-/PgR+

2 (ERJgr /PgRE) gR+) 2,26 (0,93-5,48) p=0,049

PTEN ekspresija

e PTEN-:PTEN+ 17,23 (7,11-41,74) p=1,51x10"1°
HER -2 status

e CISH+: CISH- 1,14 (0,47-2,75) p=0,78

Od svih ispitivanih faktora statisticka znacajnost potvrdena je samo za kategorije
ER/PgR fenotipa (pacijentkinje sa ER+/PgR+ fenotipom imaju 2,26 puta veci rizik od
smrtnog ishoda u odnosu na pacijentkinje sa ER+/PgR-&ER-/PgR+ fenotipom),
ekspresije PTEN proteina (pacijentkinje bez ekspresije PTEN imaju 17,23 puta veci
rizik od smrtnog ishoda u odnosu na pacijentkinje sa PTEN pozitivnom ekspresijom) i T
statusa (pacijentkinje sa tumorima ve¢im od Scm, T3 tumorima, imaju 4,19 puta veci
rizik od smrtnog ishoda u odnosu na pacijentkinje sa tumorima manjim od 5cm, od T1

+ T2 tumorima).
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4.5.3 Rezultati Cox-ove regresione analize za BCSS

U Tabeli 31. su prikazani rezultati Cox-ove univarijantne regresione analize za
BCSS.
Tabela 31. Univarijantna Cox-ova regresiona analiza za BCSS

Univarijantna Cox-ova analiza za BCSS

Karakteristike

HR (95%0) Likelihood ratio test

Starost

o >45:<45god 1,40 (0,69-2,81) p=0,34
TuTNM

e T2:T1 1,26 (0,48-3,33) 0=0,08

e T3:T1 5,04 (1,3-19,47)
TuTNM

e T2+T3:T1 1,41 (0,54-3,67) p=0,46
TuTNM

o T3T1+T2 4,16 (1,40-12,34) p=0,028
N u TNM

e Npoz:Nneg 1,79 (0,85-3,8) p=0,11
Estrogen

e ER>50:ER<50 2,11 (0,90-4,93) p=0,11
Estrogen i progesteron status

e ER+/PgR+: (ER-/PgR+)

& (ER+/PgR-) 2,18 (0,89-5,23) p=0,06

PTEN ekspresija

e PTEN-:PTEN+ 17,59 (7-43,79) p=1,96x10"1°
HER -2 status

e CISH+: CISH- 1,16 (0,47-2,82) p=0,75

Od svih ispitivanih faktora statisticka znaCajnost potvrdena je za kategoriju T
status u TNM (pacijentkinje sa tumorima ve¢im od 5cm imaju 4,16 puta ve¢i rizik od
smrtnog ishoda od raka dojke u odnosu na pacijentkinje sa tumorima manjim od 5cm) i
za ekspresiju PTEN proteina (pacijentkinje bez ekspresije PTEN proteina imaju 17,6
puta veci rizik od smrtnog ishoda zbog raka dojke u odnosu na pacijentkinje sa

prisutnom ekspresijom ovog proteina).
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5. DISKUSIJA

Karcinomi dojke sa HR-pozitivnim statusom ¢ine najveéu podgrupu karcinoma
dojke, bez obzira na zivotnu dob pacijenktinja, odnosno njihov menopauzni status. Iako
procenat HR-pozitivnih karcinoma dojke raste sa staroS¢u pacijentkinja, poznato je da je
i kod premenopauznih Zena, ukljucujuci i one mlade od 40 godina, luminalni podtip
karcinoma dojke zastupljen u oko 60% slucajeva. [69,6] Zbog toga HT predstavlja
terapiju izbora za vecinu pacijentkinja sa dijagnozom raka dojke [124-126].

Tamoxifen je doskora bio hormonska terapija izbora za premenopauzne zZene.
[127]. Prema ranije objavljenoj meta analizi iz 2011. godine [59], 5-godi$nja primena
tamoksifena redukuje rizik od relapsa karcinoma dojke i smrtnog ishoda za 40%,
nezavisno od menstrualnog statusa, godina Zivota, nodusnog statusa ili adjuvantne
hemioterapije. Ovaj efekat leka se odrzava i posle prekida uzimanja tamoksifena i
nastavlja se 1 posle 10 godina od prekida terapije [128], ¢ak i1 kod bolesnica sa grani¢no
pozitivnim ER (10-19 fmol/mg).

Dalji pomak u le¢enju hormono terapijom su dala saznanja ATLAS studije iz
2013. godine koja je pokazala da nastavak Tamoksifena od 10 godina dodatno znacajno
smanjuje 15-godi$nji mortalitet od karcinoma dojke za 3% i 15godi$nju stopu relapsa
karcinoma dojke za 4% kod ER-receptor pozitivnih bolesnica, sa naglaskom na
premenopauzne pacijentkinje koje su imale narocito veliku korist od produzetka
tamoksifena. [43,129,130]. Rezultati ATOM studije potvrdili su da 10-godisnja u
poredenju sa 5-godiSnjom adjuvantna primena tamoksifena redukuje rizik od relapsa
karcinoma dojke u periodu od 7. do 9. godine [HR 0,84 (95%CI 0,73-0,95)] i posle 10.
godine [HR 0,75 (95%CI 0,66-0,86)], kao i rizik od smrtnog ishoda posle 10. godine
[(HR 0,86 [95%CI 0,75-0,97)] [131]. Kombinovanjem sli¢nih rezultata ATOM i
ATLAS studija dobija se jo$ veca statisticka znacajnost koristi od primene 10 godina
Tamoxifena u smislu smanjenja relapsa bolesti (p<0,0001), mortaliteta zbog karcinoma
dojke (p=0,002) i ukupnog prezivljavanja (p=0,005).

lako je ovarijalna ablacija najstariji oblik sistemskog le¢enja karcinoma dojke kod
mladih Zena 1 u upotrebi je preko stotinu godina, prvi rezultati ispitivanja efikasnosti
ovarijalne ablacije na OS i DFS pacijentkinja sa karcinomom dojke pojavili su se tek

1998. godine u meta analizi grupe istrazivaca ,,Early Breast Cancer Trialists’
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Collaborative Group’’ [57]. U ovo ispitivanje ukljuceno je ukupno 13 studija koje su
ispitivale efikasnost ovarijalne ablacije (bilo da je ona postignuta hiruskim putem, bilo
putem ozra¢ivanja jajnika) i 4 studije koje su ispitivale ovarijalnu supresiju. Cilj
ispitivanja bio je da se na 2102 pacijentkinja starosne dobi ispod 50 godina ispita uticaj
estrogene deprivacije na ishod bolesti. Kontrolna grupa su bile bolesnice koje nisu bile
podvrgnute ovakvom leCenju. Rezultati su jasno pokazali da je stopa 15-godiSnjeg
prezivljavanja bez relapsa bolesti (45,0% vs. 39,0%, Log Rank Test, p=0,0007), kao i
15-godisnjeg ukupnog prezivljavanja (52,4% vs. 46,1%, Log Rank Test, p=0,001)
znacajno bolje kod pacijentkinja koje su le¢ene adjuvantnom estrogenom deprivacijom
u odnosu na nele¢ne pacijentkinje.

Nasi rezultati uklapaju se u prethodno navedene, Sto ukazuje na to da je naS uzorak
analiziranih pacijentkinja reprezentativan (meta analiza uradena je na osnovu podataka
dobijenih od viSe od 2000 pacijentkinja). U naSoj grupi premenopauznih pacijentkinja
koje su leCene adjuvantnom kastracijom nakon 17 godina pracenja, stopa bez relapsa
bolesti iznosila je 44%, a stopa prezivljavanja 48%. U nasoj analizi u definiciju relapsa
bolesti usla je 1 pojava primarnog tumora drugog organa koja je zabeleZena u 2/66 (3%)
pacijentkinje, Sto bi znacilo da je stopa prezivljavanja bez relapsa raka dojke iznosila
47%.

Odgovor na pitanje da li dodavanje adjuvantne ovarijalne supresije tamoksifenu
donosi i dodatnu Kkorist premenopauznim pacijentkinjama sa ranim luminalnim
karcinomima dojke dala je SOFT studija. Studija je zapocela sa regrutovanjem
pacijentkinja 2003. godine koje su bile randomizovane u tri grane: a) tamoksifen, b)
LHRH agonist triptorelin i tamoksifen i ) triptorelin i inhibitor aromataze egzemestan u
ukupnom trajanju od 5 godina [42]. Rezultati su pokazali da dodavanje ovarijalne
supresije tamoksifenu znafajno ne uti¢e na ishod lecenja ovih pacijenktinja. Stopa
petogodiSnjeg prezivljavanja bez pojave raka dojke (engl. Breast Cancer-Free Survival)
bila je visoka u sve tri grane: a) u grani sa tamoksifenom 95,8%, b) u grani sa
triptorelinom i tamoksifenom 95,1% i ¢) u grani sa triptorelinom i eksemestanom 97,1%,
bez znacajne razlike izmedu terapijskih grana. Pre ukljucenja u studiju, adjuvantnu
hemioterapiju primalo je 53% pacijenktinja, a 35% pacijenktinja imalo je nodus
pozitivnu bolest. Kada su se posmatrale odvojene podgrupe pacijentkinja podeljene

prema prethodnoj primeni hemioterapije, dobijeni su isti rezultati: dodavanje LHRH
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agonista tamoksifenu ne doprinosi poboljSanju ishoda le¢enja ni u grupi koja nije le¢ena
adjuvantnom hemioterapijom. Medutim, treba naglasiti da su pacijentkinje u podgrupii
bez hemiotrapije imale bolje prognosticke faktore: 90% je bilo starije od 40 godina,
90% je imalo nodus negativnu bolest, 85% je imalo tumore do 2 cm, 90% gradus
tumora 1/2. Takode, nije bilo razlike u 5-godisnjoj stopi ukupnog prezivljavanja izmedu
terapijskih grana. Ova studija je pokazala da razlika postoji u terapijskom efektu kod
pacijenktinja sa ve¢im rizikom od progresije bolesti: §to je veci rizik, to je 1 najveca
korist od dodavanja triptorelina eksemestanu, a potom od dodavanja triptorelina
tamoksifenu u poredenju sa tamoksifenom.

Zdruzeni rezultati SOFT i TEXT studija [41] pokazali su da je grana sa
triptorelinom i eksemestanom znacajno redukuje stopu relapsa karcinoma dojke u
poredenju sa kombinacijom triptorelina i tamoksifena [HR 0,66 (95%CI 0,55-0,80,
p<0,001)] u premenopauznih pacijenktinja sa HR-pozitivnim karcinomima dojke (u
ovoj studiji 44% bolesnica nije primalo adjuvantnu hemioterapiju). Stopa 5-godisnjeg
prezivljavanja iznosila je 4,1% u celokupnoj grupi analiziranih paijenktinja u obe studije.

Rezultati TEXT [41] and SOFT [42] studija potvrdili su rezultate ABCSCG-12
(The Austrian Breast and Colorectal Cancer Study Group) studije iz 2011. godine u
kojoj su premenopauzne bolesnice sa ranim HR-pozitivnim karcinomima dojke
randomizovane u dve grane: a) LHRH agonist goserelin i tamoksifen i b) goserelin i
inhibitor aromataze anastrozol sa ili bez primene zolendroniéne kiseline [132,133]. Sve
pacijentkinje primale su ET u trajanju od 3 godine, a 95% pacijentkinja nije le€eno
adjuvantnom hemioterapijom, uprkos tome $to 30% pacijenktinja imalo nodus-
pozitivnu bolest, a 20% gradus 3 tumora. Stopa petogodisnjeg relapsa bolesti u granama
sa tamoksifenom i anastrozolom bila je 9,8% i 10,7% (bez znacajne razlike, ukupno
10,7%). U finalnoj analizi ABCSCG studije nainjene nakon 94.5 meseci pracenja
potvrdeno da nije bilo znacajne razlike u DFS izmedu pomenutih terapijskih grupa i da
je stopa ukupnog prezivljavanja iznosila 95% [40].

U nasoj grupi pacijentkinja 5-godiSnja 1 10-godiSnja stopa relapsa bolesti iznosile
su 24,2% i 38,3%, a 5-godisnje i 10-godi$nje stope smrtnog ishoda iznosile su 12,1% i
29,3%. Ove stope su viSe kod naSih pacijentkinja nego u tri gore navedene studije, a
razlog moze biti u razlici u prognostickim faktorima (u nasoj grupi pacijentkinja vise od

90% je imalo nodus pozitivhu bolest) i razlici u primenjenoj terapiji (nijedna

57



pacijenktinja u nasoj analizi nije primala ni tamoksifen, niti inhibitore aromataze, niti
hemioterapiju). Ovo ide u prilog tome da je ovarijalna ablacija kao jedina adjuvantna
ET nedovoljno efikasna za ve¢inu premenopauznih pacijentkinja, narocito ako imaju
nodus-pozitivnu bolest, $to je navedeno u svim vodi¢ima za leCenje raka dojke [28].

Iz literaturnih podataka danas je dobro poznato da se vise od polovine relapsa
bolesti kod ER pozitivnog ranog karcinoma dojke pojavljuju posle vise od 5 godina od
postavljanja dijagnoze 1 radikalne hirurgije. SkoraSnje objavljeni rezultati EBCTCG
analize 20-godisnjeg rizika razvoja udaljenih metastaza karcinoma dojke posle
prestanka hormono terapije koja je davana 5 godina, pokazala je da je kumulativna
incidenca relapsa karcinoma dojke najviSe zavisi od inicijalnog TN statusa [87]. Ova
meta analiza uradena je na uzorku od preko 60000 pacijentkinja koje su bile uklju¢ene u
randomizovane studije. Zajedni¢ko za sve je da su sve imale ER-pozitivni rak dojke i
da su sve bile lecene 5-godiSnjom adjuvantnom primenom tamoksifena. Neke od njih su
primale i adjuvantnu hemioterapiju i za manji broj ovih pacijentkinja uraden je HER2
status i Ki67 proliferativni indeks. U 15-godi$njem periodu od zavrSetka adjuvantne ET
kuulativna incidenca udaljenog relapsa raka dojke zabeleZena je u 13% pacijenktinja sa
inicijalnim T1NO stadijumom bolesti i u 41% onih sa inicijalnim T2N4-9 (4-9
zahvacenih limfnih ¢vorova) od 41% udaljenih relapsa. Gradus tumora i Ki67 indeks je
imao samo umerenu prognostiCku vrednost za razvoj udaljenog relapsa, dok PgR
vrednost i HER2 status nisu bili od prognosti¢kog znacaja.

Ako naSe rezultate stavimo u kontekst svih rezultata prethodno navedenih studija,
moze se re¢i da premenopauzne hormon receptor pozitivne bolesnice sa ranim
karcinomom dojke Zive dugo leCene samo OA 1 bez primene adjuvantne hemioterapije.
U naSoj analizi, kumulativna stopa DFS na kraju intervala prac¢enja (29 godina) iznosi
40,8% sa gornjim 95% intervalom poverenja od 55,7%, a 29- godi$nja stopa ukupnog
prezivljavanja iznosi 45,1% sa gornjom granicom 95% intervala poverenja od 59,7%.
Ovi rezultatii ukazuju na to da je moguce da se ni nakon 30 godina od dijagnoze ranog
HR-pozitivnog karicnoma dojke kod premenopauznih pacijentkinja lecenih
adjuvantnom primenom OA ne dostigne medijana DFS i OS.

U svetlu svih klini¢kih studija koje su ispitivale estrogenu deprivaciju 1 nasih
rezultata postoji dilema da li je adjuvantna OA efikasnija od OvS u ovoj grupi

pacijentkinja. Efikasnost OA (ovariektomija ili zra¢na kastracija) i OvS (medikalna
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ovarijalna supresija primenom LHRH agonista) nije nikada i ne¢e nikada biti direktno
poredena u randomizovanim klinickim studijama koje ispituju adjuvantne terapijske
rezime. [134]. Ispitivanja koja su radena u populaciji pacijentkinja sa HR-pozitivnim
metastatskim karcinomima dojke utvrdeno je da je OvS jednako efikasna kao i OA
[135,136]. Medutim, OA u mladih Zena, naroc¢ito mladih od 40 godina, ima za posledicu
ranu menopauzu sa svim kasnim nezeljenim efektima do koje dovodi (povisenje
holesterolemije 1 povecanja rizika od arterioskleroze, uklju¢uju¢i koronarnu bolest 1
infarkt miokarda, zatim povecani rizik od infarkta mozga, osteoporoze i osteoporoti¢ne
frakture kostiju, fatalne masne embolije). Zbog toga se danas OA ne preporucuje U
adjuvantnom leCenju ove kategorije premenopauznih zena. OA se nudi umesto OvS
,.starijim* premenopauznim pacijentkinjama, narocito starijim od 45 godina jer ulazak u
menopauzu u tim godinama ne predstavlja ranu menopauzu, a moze biti konformnija jer
se izbegava ponavljano davanje LHRH agonista u obliku injekcija u intervalu od 3-5
godina.

Prognosticki faktor diferencira pacijente sa dobrom prognozom od pacijenata sa
loSom prognozom, nezavisno od primenjene terapije [137,138]. Prognosticka vrednost
nekog markera u ranom karcinomu dojke ispituje se u populaciji pacijenktinja koje su
podvrgnute lokoregionalnoj terapiji (radikalni hirurski zahvat sa ili bez postoperativne
RT), ali nisu primale adjuvantnu sistemsku terapiju [139]. Dobro je poznato da su ER i
HER2 status prognosticki faktori (pozitivni ER status je relativno slab faktor dobre
prognoze, dok je pozitivan HER2 status faktor lose prognoze) [140].

Prediktivni faktor oznaCava relativnu osetljivost ili rezistenciju na lecenje. To
znaci da u odsustvu specificne terapije prisustvo prediktivnog faktora ne bi trebalo da
ima uticaja na ishod bolesti, ali razlika se pojavljuje u prisustvu specifi¢ne terapije za
koju marker predvida osetljivost ili rezistenciju [101,141]. Ispitivanje prediktivne
vrednosti nekog faktora podrazumevalo bi da se na osnovu prisustva ispitivanog faktora
pacijenti randomizuju na dve terapijske grane od kojih jedna sadrZi, a druga ne sadrzi
ispitivani lek na koji se ispituje prediktivna vrednost markera. Primeri za to u karcinomu
dojke predstavljaju studije koje su ispitivale prognosticka i prediktivna vrednost
UPA/PAI-1 biomarkera [142] i HER2 statusa [60-62]. U karcinomu dojke status ER i

HER?2 istovremeno su i prognosticki i prediktivni markeri odgovora na ET, odnosno na
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biolosku HER2 usmerenu terapiju. Zbog toga je odredivanje ER i HER2 statusa
obavezno u donosenju odluke o vrsti sistemske terapije kod karcinoma dojke.

U na$oj grupi ispitivanih pacijentkinja sa HR-pozitivnim karcinomima dojke
le¢enih adjuvantnom ET, retrospektivno ispitivanje razli¢itih markera moze da ukaze na
njihov prognosticki znacaj u ovoj grupi. Tako smo u ranijoj analizi ispitivali
prognosti¢ki znacaj HER2 statusa unutar ove iste grupe pacijenktinja [143]. Nase
prethodno istrazivanje uticaja HER2 statusa (odreden CISH analizom koja meri
amplifikaciju HER2 gena) na ishod bolesti u istoj grupi pacijentkinja, uradeno nakon
medijane pracenja od 12 godina, nije pokazalo da je HER2 pozitivni status bio udruzen
sa visom stopom relapsa [143,144], $to znaci da pacijenktinje sa luminalnim HER2-
pozitivnim tumorima nisu imale loSiji ishod bolesti u odnosu na pacijentkinje sa
luminalnim HER2-negativnim tumorima. Medutim, naSe istrazivanje je pokazalo da Su
u podgrupi sa relapsom raka dojke, pacijenktinje sa luminalnim HER2-pozitivhim
tumorima imale znacajno duzi interval do pojave relapsa u odnosu na pacijentknje sa
luminalnim HR2-negativnim tumorima [mediana 11 godina (95%CI 1,8 — 17,8) prema
medijana 4,5 godina (95%CI 0,5 — 15,6), Mann-Whitney Exact Test, p=0,049], ali nije
zabelezena razlika u ukupnom prezivljavanju izmedu ove dve podgrupe. Ovaj rezultat
ide u prilog tome da je estrogena deprivacija narocito efikasna u luminalnom HER2-
pozitivnom podtipu karcinoma dojke u svetlu novih istrazivanja na osnovu kojih je ovaj
podtip karicnoma dojke identifikovan i specifican, kako po svojoj prognozi, tako i po
osetljivosti na ET [145] .

Nakon 17 godina pracenja, ponovo smo ispitali klasi¢ne prognosticke faktore i
njihovu udruzenost sa ishodom lecenja. Ispitivali smo Zivotno doba (mlade od 45 goina
prema starije od 45 godina), veli¢inu tumora (jednako i manje od 2 cm, veéi od 2cm i
manji od 5 cm i jednaki i ve¢i od 5 cm), nodusni status (nodus-negativne prema nodus-
pozitivne), sadrzaj ER (jednaki i manji od 50 fmol/mg proteina prema ve¢i od 50
fmol/mg proteina) i HR fenotip (ER-poz/PgR-poz prema ER-poz/PgR-neg i ER-
neg/PgR-poz) i HER2 status (CISH-poz prema CISH-neg). Gradus tumora nije uzet u
obzir jer mali broj pacijentkinja sa tumorima gradusa 1 i 3, tako da analiza nije moguca.
Ni za jedan od navedenih faktora nije jasno pokazano da su povezani sa ishodom
le¢enja. Takode, uradena je i univarijantna analiza svih pomenutih faktora. Pokazan je

trend ka losijem ishodu bolesti kod pacijentkinja sa tumorima ve¢im od 5 cm u odnosu
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na pacijentkinje sa tumorima veli¢ine do 5 cm: a) postoji 3 puta veci rizik od pojave
dogadaja koji definisu DFS [HR 3,11 (95%Cl 1,07-9,04), Likelihood ratio test,
p=0,067], b) postoji 4 puta veci rizik od smrtnog ishoda bez obzira na njen uzrok [HR
4,19 (95% CI 1,42-12,39, Likelihood ratio test, p=0,027] ic) postoji 4 puta veéi rizik od
smrtnog ishoda zbog raka dojke [HR 4,16 (95% CI 1,40-12,34, Likelihood ratio test,
p=0,028]. Trend ka duzem ukupnom prezivljavanju zabelezena je kod pacijentkinja sa
ER-poz/PgR-poz tumorima u odnosu na druga dva ER/PgR fenotipa [HR 2,26 (95%ClI
0,93-5,48, Likelihood ratio test, p=0,049]. Medutim, kako su intervali poverenja veoma
Siroki, pouzdanost dobijenih rezultata je manja, te ne mozemo zakljuciti da ovi faktori
imaju statisti¢ki znacajan uticaj na ishod leenja u nasoj grupi pacijenktinja,

Prema ekspresiji PTEN proteina nasa ispitivana grupa pacijentkinja podeljena je
na podgrupu bez ekspresije PTEN proteina (PTEN-negativna) i na podgrupu sa
prisutnom ekspresijom PTEN proteina (PTEN-pozitivna). Verifikovali smo 29%
pacijentkinja bez ekspresije PTEN proteina. U prethodnom istrazivanju sprovedenom u
grupi pacijentkinja sa ranim karcinomima dojke, koje su imale identi¢ne faktore rizika
kao naSa grupa ispitanica, osim §to su sve bile postmenopauzne i leCene su samo
adjuvantnom primenom tamoksifena, pokazano da je gubitak ekspresije PTEN proteina
u postmenopauznoj grupi pacijentkinja bio zabelezen kod 32% pacijentkinja. [118].
Nasi rezultati se uklapaju sa podacima iz literature da je odsustvo PTEN ekspresije
zabelezeno u 28%-48% pacijentkinja sa karcinomima dojke [115,106,146,141]. Moguc¢i
razlozi za razliGite rezultate u vezi sa brojem pacijentkinja sa karcinomima dojke kod
kojih je zabelezen gubitak eksresije PTEN proteina su: a) mali broj pacijentkinja u
ispitivanim grupama, $to je 1 kod nas slucaj, b) razli¢ita metodologija odredivanja i
nedostatak standardizovanog tumacenja PTEN ekspresije, ¢) dihotomna podela na
pozitivan i negativan status moze biti insuficijentna u ispitivanju prognostickog znacaja
PTEN ekspresije.

Do sada jo$ uvek nije prihvaéen konsenzus o nacinu interpretacije ekspresije
PTEN proteina u ¢eliji, tj. jo§ uvek ne postoje tacno definisana grani¢ne vrednost koja
razdvaja pozitivne od negativnih vrednosti. U literaturi se koriste razlicite skale
intenziteta imunoreaktivnog bojenja, razliCiti imunohistohemijski skorovi i njihove
modifikacije. U nasoj studiji koristili smo jednu od ve¢ koris¢enih metoda odredivanja

PTEN statusa, tj. semikvantitativnu metodu interpretacije PTEN ekspresije baziranu na
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bodovnom sistemu koji sabira procenat obojenih malignih ¢elija i intenzitetu njihovog
bojenja [147,122]. Analogno podacima iz literature, kao internu pozitivnu kontrolu, u
cilju pravilne interpretacije bojenja, koristili smo imunoreaktivnost okolnog zdravog
tkiva dojke, tj. epitel duktusa, fibrocite, nerve ili ¢elije endotela [147,122,148]

Prilikom patohistoloske analize imunohistohemijske ekspresije PTEN proteina,
uoceno je da je u vecini karcinoma imunoreaktivnost prisutna ili pretezno u citoplazmi
ili pretezno u nivou jedra, a rede da je istovremeno prisutna i u jedrima i u citoplazmi.
Zapazeno je da distribucija obojenosti kao i1 intenzitet bojenja mogu biti razliCiti u
jednom istom tumoru, $to ukazuje na postojanje heterogenosti samih malignih Celija
unutar istog tumora.

Jedna grupa autora zalaze se za usavrSavanje kvaliteta semikvantitativnog
skorovanja PTEN ekspresije, s obzirom na to da je pravilna procena koli¢ine
detektabilnog PTEN proteina u tumorskim c¢elijama, a koja se odreduje na osnovu
intenziteta bojenja, od znacaja za prognozu bolesti kao 1 kvalitet ¢elija koje eksprimiraju
bilo koju koli¢inu proteina. Jedno od pitanja koje je nedovoljno razjasnjeno, upravo je
subjektivna procena intenziteta bojenja, kao i poredenje intenziteta bojenja malignih
¢elija sa intenzitetom bojenja okolnih zdravih struktura (epitel duktusa, fibrociti, nervi,
¢elije endotela). Upravo iz tih razloga postoji druga grupa autora koja smatra da bi bilo
bolje svesti subjektivhu procenu intenziteta bojenja samo na pozitivhu, odnosno
negativnu ekspresiju proteina [149].

Takode, upotreba razliCitih antigena u razli¢itim studijama moze da bude uzrok
postojanja razlika u ucestalosti redukovane ekspresije PTEN proteina [150]. Moguce je
da IHH metoda postane optimalni metod za evaluaciju funkcionalnog statusa PTEN
gena, ukoliko se izvr$i adekvatna standardizacija procene imunoekspresije.

Smanjena ekspresija PTEN proteina je najées¢e uzrokovana poremecajem na
nivou gena. Gubitak funkcije PTEN gena nastaje zbog mutacija, delecija ili
hipermetilacije promotornog gena [151]. Gubitak heterozigotnosti PTEN gena (engl.
Loss of heterozygosity — LOH) jedan je od najces¢ih uzroka gubitka PTEN aktivnosti i
prisutan je u 30% do 40% karcinoma dojke [152-154], dok su mutacije PTEN gena
prisutne u 5% do 12% sporadi¢nih karicnoma dojke [154,155]. Mi nismo radili
ispitivanja aktivnosti PTEN na genskom nivou da bismo mogli da poredimo rezultate sa

literaturnim.
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U poredenju sa podgrupom sa PTEN pozitivnim karcinomom dojke, podgrupa
pacijentkinja sa PTEN negativnim karcinomima dojke ima statisticki znacajno veéi
sadrzaj receptora za ER. Postoje kontroverzni literaturni rezultati o uzajamnoj
povezanosti ekspresije PTEN proteina i sadrzaja ER. Neke analize potvrduju nas
rezultat da niska ekspresija PTEN protein znacajno korelira sa visokom ekspresijom ER
[149]. Suprotno tome ima autora koji nisu potvrdili ovu udruzenost [156,118]. Ovaj
rezultat je interesantan i mogao bi se diskutovati zajedno sa rezultatom Cox-ove
univarijantne analize koja je pokazala da pacijentkinje sa ER-poz/PgR-poz fenotipom
imaju 2 x veci rizik od smrtnog ishoda od druga dva fenotipa. Moguca objasnjenja su: a)
mali broj pacijentkinja pa je i rezultat nepouzdan (ve¢ smo diskutovali u prethodnom
poglavlju ovaj nalaz), b) gubitak PTEN ekspresije mogao bi biti pokazatelj gubitka
aktivnosti ER signalnog puta, bez obzira na prisustvo HR, §to bi odvajalo ovu grupu
pacijenktinja kao rezistentnu na HT.

S obzirom na to da postoji trend da u stadijumu IIB ima viSe pacijenata sa gubitkom
ekspresije PTEN proteina u poredenju sa nizim stadijumima, mogli bi da pretpostavimo
da sa hronoloskom staroS$¢u tumora, kada se bolest Siri, dolazi i do promene u ponasanju
u smislu povecane invazivnosti i metastatiCnosti tumora. U nasem ispitivanju nije
potvrdena znacajne veza izmedu ekspresije PTEN proteina i veli€ine tumora 1 gradusa,
nodalnog statusa i PgR statusa $to je u saglasnosti sa literaturnim podacima [110].

Takode, nije zabelezena udruzenost izmedu ekspresije PTEN proteina i HER2
statusa. Status ekspresije PTEN proteina ispitivan je u HER2-pozitivnom karcinomu
dojke. Pokazano je u nekoliko studija da je gubitak ekspresije PTEN proteina povezan
sa izostankom odgovora na trastuzumab. [113,157,158]. Vezivanjem za HER2 receptor,
Trastuzumab stabilizuje i aktivira PTEN tumor supresor i posledi¢no regulise PI3K/Akt
signalni put. Kada je ekspresija PTEN proteina smanjena ili ukinuta, prekida se ovaj
lanac dogadaja i antitumorski efekat trastuzumaba je poremecen [159,160,112].

U nasem istrazivanju, pacijentkinje sa HR-pozitivnim karcinomima dojke (luminalni
HERZ2-poz) nisu primali hemioterapiju i trastuzumab, ve¢ samo estrogen deprivacionu
terapiju. Medutim, samo su 2/10 bolesnica sa HER2 pozitivnim karcinomom imale su
PTEN negativni status i obe bolesnice su umrle. Nasuprot tome, 8/10 bolesnica sa
HER2 pozitivnim karcinomima dojke bile su takode PTEN pozitivne, od kojih je 5

bolesnica imalo relaps bolesti, dok je 4 pacijentkinje umrlo. Nasi rezultati pokazuju da
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je 3/10 (30%) pacijentkinja sa luminalnim HER2-pozitivnim tumorima posle veoma
dugog vremena pracenja bez relapsa bolesti, iako su sve bile nodus-pozitivne i nisu
leCene ni adjuvantnom primenom hemioterapije, niti trastuzumaba. lako dobijeni na
malom broju pacijentkinja, ovakav ishod kod luminalnih HER2-pozitivnih pacijenktinja
moZze se objasniti time $to nisu svi luminalni HER2 pozitivni tumori isti. Ovu tezu su
postavili Loi i saradnici nakon analize ishoda bolesti kod pacijentkinja koje su ukljucene
u HERA studiju. [145]. Sekundarna analiza HERA studije pokazala je da je znacajan
terapijski efekat trastuzumaba dobijen kod svih pacijentkinja osim kod podgrupe
pacijentkinja koje su ER pozitivne i sa niskom amplifikacijom HER2 gena (FISH ratio
>2 do <5). Treba napomenuti, da je od 1720 pacijentkinja sa luminalnim HER2-
pozitivnim karcinomima dojke u HERA studiji 90% primalo adjuvantnu endokrinu
terapiju (17% premenopauznih bolesnica je leCeno adjuvantnom OA/OVS) .

U na$oj analiziranoj grupi pacijentkinja sa HR-pozitivnim karcinomima dojke
lecenih samo adjuvantnom OA, relaps bolesti (relaps raka dojke 1 pojava dva primarna
tumora drugih organskih sistema) zabeleZen je kod 37/66 (56,06%) pacijentkinja, sa
medijanom prezivljavanja od 15,6 godina (955CI > 10,5 godina, $to znac¢i da gornja
granica 95% CI nije dostignuta). NajviSe je bilo udaljenih metastaza, od toga najvise
kostanih lezija $to je u skladu sa literaturnim podacima da luminalni karcinomi dojke
najcesSce metastaziraju u kostani sistem.

Kod pacijentkinja sa PTEN negativnim tumorima zabelezena je znaCajno veca
stopa relapsa bolesti u odnosu na pacijentkinje sa PTEN pozitivnim tumorima.
PetogodiSnje 1 desetogodiSnje stope DFS su za 47% odnosno za 60% vece u PTEN-
pozitivnoj u poredenju sa PTEN- negativhom podgrupom pacijentkinja. lako su 95%
intervali povrerenja (CI) §iroki, naro¢ito u podgrupi pacijentkinja sa PTEN-negativnim
tumorima (jer je i broj ovih pacijentkinja mali), ipak se moZe zakljuciti da su nas$i
rezultati pouzdani iz dva razloga: a) relaps bolesti je zabelezen kod 17/19 (89,5%)
pacijentkinja sa PTEN-negativnim tumorima, za razliku od 20/47 (42,5%) pacijentkinja
sa PTEN-pozitivnim tumorima i b) medijana 15-godisnjeg DFS u pacijentkinja sa
PTEN-pozitivnim tumorima nije dostignuta, a donja granica 95% CI je iznad 50%, Sto
zna¢i da u ponavljanim merenjima nece biti dostignuta medijana vremena do prvog
relapsa bolesti u 15-godisnjem periodu pracenja. U prilog dobre prognoze pacijentkinja

sa PTEN-pozitivnim tumorima govore i nasi rezultati koji pokazuju da se posle 20-te
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godine pracenja procenat pacijenktinja bez relapsa bolesti ne menja i iznosti 58,8%, sto
ukazuje na to da ni nakon 29 godina pracenja medijana DFS nije dostignuta u ovoj
podgrupi pacijentkinja (luminalni PTEN-pozitivni tumori), a gornja granica granica
95% CI iznosi 75%.

U nasSoj studiji smrtni ishod je registrovan kod 34/66 (51,5%) pacijentkinja, sa
medijanom ukupnog prezivljavanja od 23 godine (95%CI >14,2 godine). Kao i kod DFS,
nasi rezultati pokazuju da pacijentkinje sa PTEN-negativnim tumorima imaju znacajno
krace ukupno prezivljavanje u odnosu na pacijentkinje sa PTEN-pozitivnim tumorima
(Log rank test, p<0,001). PetogodiSnje 1 desetogodiSnje stope OS su za 34,7% odnosno
78% veée u PTEN-pozitivhoj u poredenju sa PTEN-negativhom podgrupom
pacijentkinja.

Iako su 95% CI Siroki, naro¢ito u podgrupi pacijentkinja sa PTEN-negativnim
tumorima, i za OS se moze zakljuciti da su na$i rezultati pouzdani iz dva razloga: a)
smrtni ishod zabelezen je kod svih 17/19 (89,5%) pacijentkinja sa PTEN-negativnim
tumorima kod kojih je zabelezen i relaps karcinoma dojke (znaci da su sve pacijentkinje
U PTEN-negativnoj grupi koje su dozivele relaps karicnoma dojke i umrle zbog
progresije osnovne bolesti), za razliku od pacijentkinja sa PTEN-pozitivnim tumorima
gde je 17/47 (36%) preminulo i b) medijana 20-godisnjeg OS u pacijentkinja sa PTEN-
pozitivnim tumorima nije dostignuta, a donja granica 95% CI je iznad 50%, $to znaci da
u ponavljanim merenjima nece biti dostignuta medijana vremena do prvog relapsa
bolesti u 20-godiSnjem periodu pracenja. U prilog dobre prognoze pacijentkinja sa
PTEN-pozitivnim tumorima govore i nasi rezultati koji pokazuju da se posle 25-te
godine pracenja procenat Zivih pacijenktinja ne menja i iznosti 61%, Sto ukazuje na to
da ni nakon 29 godina pra¢enja medijana OS nije dostignuta u ovoj podgrupi
pacijentkinja (luminalni PTEN-pozitivni tumori), a gornja granica granica 95% CI
iznosi 77,7%.

U naSoj analiziranoj grupi zabeleZen je smrtni ishod zbog raka dojke u 32/66
(48,5%) pacijenktinja. Sve pacijentkinje sa PTEN-negativnim tumorima kod kojih je
zabelezen relaps bolesti (17/19), imale su relaps karcinoma dojke, i sve su preminule
zbog raka dojke, dok je od 17 pacijentkinja sa PTEN-pozitivnim karcinomima dojke
koje su preminule, 15/47 (31,9%) preminulo je zbog raka dojke, dok su 2/47 (4,2%)

pacijentkinje preminule bez relapsa raka dojke. Uzimajuéi u obzir da se OS i BCSS ne
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razlikuju medu sobom, odnosno da je BCSS jos vece u grupi pacijentkinja sa PTEN-
pozitivnim tumorima, isti komentar koji vazi za OS u podgrupama sa razliCitom
ekspresijom PTEN proteina vazi i za BCSS. Dakle, 29 — godi$nja stopa BCSS u PTEN-
pozitivnom podgrupi pacijentkinja sa luminalnim tumorima iznosi 64,2% sa donjom
granicom 95%CI iznad 50%, Sto zna¢i da u ponavljanim merenjima na veéem broju
pacijentkinja, medijana nece biti dostignuta.

Milovanovi¢ i saradnici [118] su takode pokazali da je odsustvo ekspresije PTEN
proteina povezano sa zna¢ajno kra¢im DFS i OS kod postmenopauznih pacijentkinja sa
HR-pozitivnim karcinomima dojke koje su lecene samo adjuvantnom primenom
Tamoksifena (ova grupa pacijentkinja imala je sve faktore rizika jednake kao naSa
ispitivana grupa pacijenktinja sa rakom dojke, samo su one bile postmenopauzne i
leCene su adjuvantnom primenom tamoksifena, bez adjuvantne hemioterapije). Tako je
medijana prezivaljavanja bez znakova bolesti kod pacijentkinja bez ekspresije PTEN
proteina, u zavisnosti od toga da li se radi o duktalnom ili lobularnom karcinomu, krece
od 43,5-46 meseci $to je slicno naSem rezultatu od 44 meseca. | u ovoj grupi PTEN
pozitivhe pacijentkinje imaju znacajno duze medijane DFS, kod duktalnih karcinoma
206 meseci a kod lobularnih ona jo$ nije dostignuta.

Nasi rezultati takode koreliraju sa nalazima koje su publikovali Shoman i
saradnici [115]. T oni su dobili znaCajnu povezanost izmedu redukovane PTEN
ekspresije, kraceg DFS i kraceg BCSS kod pacijentkinja sa HR pozitivnim karcinomima
dojke koje su leCene Tamoksifenom. Oni su takode pokazali da postoji i znacCajna
negativna korelacija izmedu ekspresije PTEN proteina i prisustva metastaza u
regionalnim limfnim ¢vorovima, ¢ime sugeriSu da bi gubitak ekspresije PTEN proteina
mogao biti povezan sa povecanjem invazivnosti tumora.

Takode, nasi rezultati koreliraju sa ranim radovima koji su pokazali da bolesnice
sa karcinomima dojke sa redukovanom ekspresijom PTEN proteina imaju goru
prognozu bolesti u odnosu na one sa normalnom ekspresijom proteina, ali
multivarijantna analiza nije potvrdila da ekspresija PTEN proteina predstavlja nezavisni
faktor prognoze [146,161]. Winter i saradnici takode dolaze do sli¢nih reziultata, tj.oni
su u grupi od 146 pacijentkinja sa duktalnim invazivnim karcinomima dojke pokazali da
je DFS bio duzi ukoliko je PTEN protein bio eksprimiran u tumorskim ¢elijama dojke
[162].
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U naSoj grupi ispitivanih pacijenktinja nismo radili multivarijantnu analizu jer
univarijantnom Cox-ovom regresionom analizom nismo identifikovali drugi znacajan
faktor koji uti¢e na ishod lecenja ni za DFS, ni za BCSS, niti za OS osim ekspresije
PTEN proteina, $to multivarijantnu analizu ¢ini izliSnom.

PI3K-AKT-mTOR signalni put je vazna terapijska meta za razvoja novih lekova
kod karcinoma dojke [163]. Poznato je da 30% odmaklih HR pozitivih HER2
negativnih karcinoma dojke imaju ove mutacije gena koje kodiraju PI3K [164-166]
Aktuelna su klinicka ispitivanja na slede¢im inhibitorima PI3K signalnog puta u
metastatskom i lokalno uznapredovalom karcinomu dojke: a) rapamicin i njegovi
analozi: everolimus, temsirolimus, deforolimus, b) inhibitori mTOR kinaza, ¢) pan PI3K
inhibitori (buparlisib, pictilisib), d) pl10na specifiéni PI3K inhibitor ili ilsoform-
specificnu PI3K inhibitori (taselisib, alpelisib), ¢) Dualni PI3K/mTOR inhibitori, f)
AKT inhibitori. Ispitivanje ovih lekova jo§ uvek je u fazi ispitivanja u metastatskom 1
lokalno odmaklom karcinomu dojke bilo kao pojedinacni agensi, bilo u kombinaciji sa
drugim agensima, kao S§to su receptori tirozin kinaza (HER2, EGFR, FGFR) ili
standardna ET (IA, selektivni down-regulatori ER, fulvestrant). Kombinacija inhibicije
PI3K signalnog puta sa ET pokazuje sinergisticki efekat i1 predstavlja novu metu razvoja
ciljane terapije u leCenju pacijentkinja sa luminalnim HER2-negativnim karcinomima
dojke [167]. Buduca istrazivanja mogla bi da se usmere i na ispitivanje prediktivnog
znaaja gubitka PTEN ekspresije radi identifikacije pacijenata sa tumorima sa
odgovorom na inhibitore PI3K/AKkt signalnog puta [168].

Nasa sadaS$nja analiza u grupi premenopauznih pacijentkinja, kao i prethodna
analiza uradena u grupi postmenopauznih pacijentkinja sa luminalnim tumorima
(neselektovanim prema HER?2 statusu) [118], ukazuju na to da ekspresija PTEN
proteina moze da razdvaja podgrupe pacijentkinja sa dobrom i loSom prognozom, koje
su sve leCene adjuvantnom hormonskom terapijom. lako pacijentkinje sa gubitkom
ekspresije PTEN proteina imaju lo$iju prognozu, postavlja se pitanje da li bi dodavanje
adjuvantne hemioterapije ovoj podgrupi pacijenktinja sa luminalnim tumorima
doprinela smanjenju stope relapsa bolesti i smrtnog ishoda, jer prediktivna vrednost
ekspresije PTEN proteina nije ispitivana. Radi postavljanja hipoteze da bi PTEN mogao
da bude prediktivni faktor odogovora na standardnu hemioterapiju u grupi pacijentkinja

sa luminalnim HER2-negativnim karcinomima dojke, mogla bi se uraditi retrospektivna
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analiza koja bi ukljucivala dve podgrupe ovih pacijentkinja: a) le¢enih samo
adjuvantnom ET ib) lecenih kombinacijom adjuvantne ET i hemioterapije.

lako se danas smatra da primena OA/OvVS kao jedinog vida adjuvantne
hormonoterapije predstavlja insuficijentno le¢enje u ranom karcinomu dojke, pacijenti
leceni kao $to su leceni pacijenti u nasem istrazivanju predstavljaju dragocenu grupu
pogodnu za ispitivanje uticaja estrogene deprivacije na ishod bolesti u razli¢itim

podtipovima karcinoma dojke.

Nedostaci nase analize su sledece:

1. mali broj pacijentkinja 1 mali broj dogadaja, $to rezultira Sirokim 95%CI koji
ukazuju na manju pouzdanost rezultata

2. retrospektivna analiza na osnovu koje ne mozemo da donesemo generalizovani
zakljucak, ali nam pomaze da postavimo hipotezu: gubitak ekspresije PTEN
proteina predstavlja lo§ prognosticki faktor u grupi pacijentkinja sa luminalnim
karcinomima dojke, koji od svih prognosti¢kih faktora najbolje razdvaja
podgrupe sa dobrom i loSom prognozom; izuzetak je nodusni status, ali je
nedovoljan broj pacijentkinja sa nodus-negativnim tumorima participirao u ovoj
analizi; prognosticka vrednost ekspresije PTEN proteina veca je i od HER2

statusa

Prednosti nase analize su sledece:

1. izdvojena je visoko selektovana grupa pacijentkinja sa HR-pozitivnim
karcinomima dojke (sa nodus negativnim statusom kod tumora histoloskog
gradusa 3 i do 3 pozitivna regionalna limfna ¢vora bez obzira na histoloski
gradus tumora) lecenih prema tadas$njem vazecem protokolu za dijagnostiku i
le¢enje karcinoma dojke [119] i prospektivno pracena za ishod le¢enja;

2. analizirana grupa predstavlja homogenu grupu pacijentkinja sa relativno dobrom
prognozom na osnovu klasi¢nih prognostic¢kih faktora (broj zahvacenih limfnih
¢vorova, veli¢ina i gradus tumora, status HR);

3. ukljucene su pacijentkinje kod kojih je koris¢ena ista metodologija odredivanja
sadrzaja ER i PgR (biohemijska metoda) [120]. Ispitivanja su pokazala da su

biohemijska i IHH metode odredivanja HR ravnopravne u rutinskoj praksi iako
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se u 10%-30% merenja dobijaju nesaglasni podaci, sa izdvajanjem veceg
procenta pozitivnog statusa ER IHH metodom;
4. iskljucen je uticaj hemioterapije;

5. veoma dug interval pracenja pacijentkinja.

Nasi rezultati su potvrdili radnu hipotezu da, u grupi pacijetnkinja sa luminalnim
karcinomima dojke dijagnostikovanim u stadijumu I 1 II lecenih radikalnom
mastektomijom 1 adjuvantnom OA, gubitak ekspresije PTEN proteina predstavlja los§
prognosticki faktor, tj. faktor kraceg DFS, OS 1 BCSS. Nasi rezultati mogu da znace da
PTEN status odreden kao ekspresija PTEN proteina moze da razdvoji podgrupe
bolesnica sa dobrom 1 loSom prognozom. I pored toga §to nije pokazana prediktivna
vrednost PTEN statusa tumora dojke za odgovor na hemioterapiju, PTEN status bi
mogao da identifikuje bolesnice sa vecim rizikom za razvoj odgovora/rezistencije na
adjuvantnu endokrinu terapiju i tako omoguci da se lakSe donese odluka o primeni/ili ne
i adjuvantne hemioterapije uz hormono terapiju.

Mali broj dogadaja (smrti) u celoj grupi, generalno, ¢ini dobijene rezultate Cox-
ove univarijantne regresione analize prilicno nepouzdanim za dalje zakljucivanje i
primenu multivarijantne Cox-ove regresione analize. Do pouzdanijih rezultata bi se

moglo do¢i kasnije, naknadnom analizom, kada broj dogadaja (smrti) bude bio ve¢i.
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6. ZAKLJUCCI

Nakon uradene planirane analize u grupi pacijentkinja sa HR pozitivhim

karcinomima dojke dijagnostikovanim u stadijumu I/Il i leCenih adjuvantnom

ovarijalnom ablacijom zakljuceno je sledece:

1.

Procenjen je znacajan uticaj ekspresije PTEN proteina na prezivljavanje bez
bolesti: pacijentkinje sa PTEN pozitivnim karcinomima dojke imaju
znacajno duze prezivljavanje bez bolesti (DFS) u odnosu na pacijentkinje sa

PTEN negativnim karcinomima dojke.

Procenjen je znaCajan uticaj ekspresije PTEN proteina na ukupno
prezivljavanje: pacijentkinje sa PTEN pozitivnim karcinomima dojke imaju
znacajno duze ukupno prezivljavanje (OS) u odnosu na pacijentkinje sa

PTEN negativnim karcinomima dojke.

Procenjen je znaCajan uticaj ekspresije PTEN proteina na prezivljavanje
specificno za karcinom dojke: pacijentkinje sa PTEN pozitivhim
karcinomima dojke imaju znacajno duze prezivljavanje specifiéno za
karcinom dojke (BCSS) u odnosu na pacijentkinje sa PTEN negativnim

karcinomima dojke.
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Spisak skracenica

KD —karcinom dojke

HR-hormon receptor

RT —radioterapija

DCIS- eng. ductal carcinom in situ

SLNB- biopsija strazarskog limfnog ¢vora (eng. sentinel lymph node biopsy)

IHH- imunohistohemija

ER- estrogeni receptor

PgR- progestron receptor

OvS- ovarijalna supresija

IA- inhibitor aromataze

HER2- humani epidermalni faktor rasta

OA- ovarijalna ablacija

HT-hormonska terapija

DFS- prezivljavanje bez bolesti (eng. disease free survival)

OS- ukupno prezivljavnje (eng. overall survival)

BCSS- prezivljavanje specificno za karcinom dojke (eng. breast cancer specific
survival)

uPA-urokinazni plazminogen aktivator

PAI- plazminogen aktivator inhibitor

NPI- Nottingham Prognostic Index

RT-PCR-rverzna transkriptaza (eng.reverse transcriptase-polymerase chain
reaction)

PTEN-eng. Phosphatase and tensin homolog

PIBK/AKT - fosfatidil inozitol 3 kinaza, protein B kinaza (eng.
phosphatidylinositol-3kinase; AKT protein kinase B)

FSH- folikulostimuliraju¢i hormon

LH-luteiniziraju¢i hormon

CISH- hromogen in situ hibridizacija (eng.chromogenic in situ hybrodization)

SERM- elektivni modulatori estogenih receptora (eng. Selective estrogen

receptor modulators)



HR-odnos rizika, (eng. hazard ratio)

Cl — interval poverenja, (eng. confidence interval)
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